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31 Einleitung
Schwache organische Säuren wie Essigsäure, Milchsäure, Sorbinsäure oder Benzoesäure wer-
den zur Konservierung von Lebensmitteln verwendet. Diese Verbindungen verursachen viel-
fältige Veränderungen intrazellulärer Prozesse, die zum Wachstumsstopp bzw. Zelltod betrof-
fener Mikroorganismen führen können. Dennoch haben viele Mikroorganismen Strategien ent-
wickelt, die es ihnen erlauben, selbst höhere Konzentrationen schwacher Säuren zu tolerieren
und diese als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen. Über die molekularen Grundlagen
dieser Anpassung ist derzeit nur wenig bekannt.
In der Hefe Yarrowia lipolytica, welche Essigsäure gut als Kohlenstoff- und Energiequelle
verwerten kann, führen Mutationen im GPR1-Gen zur Essigsäurehypersensitivität. Die vorlie-
gende Arbeit hatte die weiterführende Charakterisierung und funktionelle Analyse des Gpr1-
Proteins zum Gegenstand.
1.1 Die Wirkung schwacher Säuren
Schwache organische Säuren entfalten ihre antimikrobielle Wirkung insbesondere dadurch,
dass sie bei niedrigen pH-Werten hauptsächlich in ihrer undissoziierten Form vorkommen,
welche passiv durch die Plasmamembran diffundieren kann (Sikkema et al., 1995; van der Rest
et al., 1995; Casal et al., 1996; Gerós et al., 2000). Je niedriger der extrazelluläre pH-Wert ist,
desto mehr undissoziierte Säure steht in Abhängigkeit ihres pKs-Wertes zur Verfügung (Ab-
bildung 1). Auch die Permeabilität der Plasmamembran für Protonen, welche normalerweise
gering ist, nimmt bei sehr niedrigen pH-Werten zu (Foster, 2000).
Nach der Diffusion in die Zelle dissoziieren schwache Säuren aufgrund des neutralen pH-
Wertes des Cytoplasmas in Protonen und Säureanionen. Dies führt zur Akkumulation von
Säureanionen und Protonen, wodurch es zur Ansäuerung des Cytoplasmas und damit zur Stö-
rung einer Vielzahl von metabolischen Prozessen kommt (Krebs et al., 1983; Salmond et al.,
1984; Russell, 1991). Auch die Säureanionen akkumulieren intrazellulär, da sie aufgrund ih-
rer Ladung die Zelle nicht mehr verlassen können. Sie verursachen dadurch einen abnormal
Abbildung 1: Prozentualer Anteil von Acetat und protonierter Essigsäure in Abhängigkeit vom pH-
Wert.
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hohen Turgor-Druck (Piper et al., 2001). Schwache Säuren verstärken daher den toxischen
Effekt, den niedrige pH-Werte allein ausüben würden.
Allerdings entfalten nicht alle schwachen Säuren ihre Wirkung in gleicher Weise. Während
im Fall von Essigsäure angenommen wird, dass sie hauptsächlich über die Ansäuerung des
Cytoplasmas wirkt, führen hydrophobere Säuren wie Sorbinsäure oder Octansäure zusätzlich
zu Störungen der Membranstruktur (Piper et al., 2001). Auch die Produktion freier Radikale
scheint z. B. durch Sorbinsäure positiv beeinflusst zu werden, wodurch es zusätzlich zu oxida-
tivem Stress kommt (Piper, 1999; Piper et al., 2001).
In Saccharomyces cerevisiae führt Benzoesäure auch in Anwesenheit von Glucose zur Abnah-
me der 6-Phosphofructokinase-Konzentration sowie zu einer starken Abnahme der Konzen-
tration von Fructose-2,6-Bisphosphat, welches die 6-Phosphofructokinase aktiviert (Francois
et al., 1986; Pearce et al., 2001). Die Phosphofructokinase-2, die Fructose-6-Phosphat zu
Fructose-2,6-Bisphosphat phosphoryliert, wird ebenfalls durch Benzoat und niedrigen pH-
Wert inhibiert (Francois et al., 1986), während die Fructose-2,6-Bisphosphatase durch Ben-
zoat stimuliert wird (Francois et al., 1988). Sorbinsäure führt in S. cerevisiae auch zu einer
Akkumulation von Trehalose, was ebenfalls auf eine Hemmung der 6-Phosphofructokinas zu-
rückgeführt werden konnte (Cheng et al., 1999). Diese Befunde unterstützen das von Krebs
et al. (1983) aufgestellte Modell, wonach schwache Säuren die Glycolyse hemmen und damit
durch ein Absinken der ATP-Konzentration eine Energiekrise in der Zelle bewirken. Befun-
de, wonach in glycolytischen Schritten gehemmte Mutanten, welche folglich weniger Ener-
gie generieren können, eine erhöhte Sensitivität gegenüber Sorbinsäure aufweisen (Holyoak
et al., 1996), sprechen ebenfalls für dieses Modell. Der Energiemangel wird durch ATP-
verbrauchende Prozesse, die zur Anpassung an schwache Säuren notwendig sind (siehe 1.2)
noch verstärkt, was sich in der Reduktion der Biomasse (Verkleinerung der Zellen) widerspie-
gelt (Piper et al., 2001).
In S. cerevisiae W303-1A verursachen geringere Acetatkonzentrationen (20–80 mM, bei pH3
für 200 min) Apoptose, während höhere Konzentrationen zum nekrotischen Zelltod führen
(Ludovico et al., 2001). Die apoptotische Reaktion wird durch einen Mitochondrien-abhän-
gigen Weg vermittelt (Ludovico et al., 2002).
1.2 Die Anpassung von Mikroorganismen an schwache Säuren
Viele Mikroorganismen haben in der Evolution zelluläre Schutzmechanismen entwickelt, um
selbst höhere Konzentrationen schwacher Säuren zu tolerieren und sie als Kohlenstoff- und
Energiequelle zu nutzen. Diese Schutzmechanismen sind recht vielschichtig. Sie beruhen ei-
nerseits auf der Begrenzung der Aufnahme von schwachen Säuren und Protonen, sowie an-
dererseits auf deren aktivem Transport aus der Zelle. Weitere Strategien beinhalten globale
Veränderungen des Proteoms, welche durch bisher nicht vollständig aufgeklärte Mechanis-
men wichtige zelluläre Systeme schützen (Foster, 2000). Des Weiteren scheint die Verwer-
tung schwacher Säuren als Kohlenstoff- und Energiequelle der Anpassung förderlich zu sein
(Mollapour and Piper, 2001). Über die molekularen Mechanismen der Anpassung an schwa-
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che Säuren ist jedoch bisher nur wenig bekannt. Zu beachten ist weiterhin, dass zwischen
einer Stressantwort der Zelle auf starke Säuren (z. B. Salzsäure), welche auch bei niedrigen
pH-Werten dissoziiert vorliegen (Wirkung von niedrigem pH-Wert allein) und einer Stressant-
wort, welche durch niedrigen pH-Wert in Kombination mit schwachen Säuren verursacht wird,
unterschieden werden muss.
Unterschiedliche Strategien von neutrophilen Bakterien zum Schutz vor Säurestress sind in
einem Review von Foster (2000) zusammengefasst: In gramnegativen und grampositiven neu-
trophilen Bakterien existiert ein komplexes Netzwerk von Regulatoren und metabolischen
Prozessen, das für die Abwehr von Säurestress zuständig ist. So werden durch Säurestress
Prozesse induziert, welche die erneute Alkalisierung des Cytoplasmas zum Ziel haben. Dies
wird unter anderem durch die Ausschleusung von Protonen durch F0F1-ATPasen und K+/H+-
Antiporter, durch den Verbrauch von Protonen durch Aminosäure-Decarboxylasen oder durch
die Freisetzung von basischem Ammoniak aus Harnstoff durch Ureasen erreicht. Außerdem
spielen DNA-Reparaturprozesse eine Rolle, die durch niedrigen intrazellulären pH-Wert ver-
ursachte DNA-Schädigungen beheben.
In Escherichia coli scheint auch die Bildung von Cyclopropan-Fettsäuren aus ungesättigten
Fettsäuren der inneren und äußeren Membran wichtig für die Anpassung an Säurestress zu
sein (Brown et al., 1997; Chang and Cronan, 1999). Säureadaptierte E. coli- und Salmonella-
serovar-Typhimurium-Zellen sind in der Lage, ihren intrazellulären pH-Wert besser aufrecht
zu erhalten als nicht adaptierte Zellen, was wahrscheinlich auf einen erschwerten Protonenein-
strom in die Zellen zurückzuführen ist (Jordan et al., 1999).
Neben Prozessen, welche die Neutralisierung des Cytoplasmas zum Ziel haben, werden in
gramnegativen Bakterien bei Säurestress ebenfalls Prozesse aktiviert, welche die Alkalisierung
des periplasmatischen Raumes bewirken (Booth et al., 2002).
Außerdem scheinen Zellen auch mit niedrigeren intrazellulären pH-Werten leben zu können.
Hierbei wird angenommen, dass Säurestress-induzierte Chaperone gebildet werden, die fehl-
gefaltete Proteine binden (Booth et al., 2002). Über den Charakter dieser Chaperone, und dar-
über ob die fehlgefalteten Proteine anschließend rückgefaltet oder abgebaut werden, ist bisher
nichts bekannt.
Die Regulation dieser Prozesse beinhaltet ein Zusammenspiel von verschiedenen rpoS1-ko-
dierten Sigma(σ)-Faktoren und anderen Regulatoren (z. B. Fur2, PhoP/Q3, OmpR4), die in Ab-
hängigkeit von der Wachstumsphase Säureschock-Reaktionen (ATRs = acid shock responses)
auslösen und zur Bildung von Säureschock-Proteinen (ASPs = acid shock proteins) führen
(Foster, 2000). Die Induktion von Säureschock-Reaktionen findet auch bei neutralem pH-Wert
statt, wenn schwache organische Säuren anwesend sind (Kwon and Ricke, 1998). In Aceto-
bacter aceti konnten mittels 2D-Elektrophorese über 50 Proteine gefunden werden, welche
spezifisch durch Acetat, nicht jedoch durch andere Stressoren, induziert werden (Steiner and
1steht für RNA polymerase sigma subunit
2steht für ferric uptake regulator
3Pho steht für phosphatase
4steht für outer membrane porin R
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Sauer, 2001). Durch Säureschock induzierte Reaktionen verleihen der Zelle aber auch eine
Kreuzresistenz gegenüber anderen Stressoren wie hoher Temperatur, oxidativem Stress und
Osmostress, was auf die Nutzung ähnlicher Adaptationsprozesse für verschiedene Stresssitua-
tionen hinweist (Foster, 2000).
In Hefen, welche schwache Säuren z. T. sehr gut tolerieren können, ist über die zelluläre
Stressantwort auf schwache Säuren noch weniger bekannt als bei Bakterien. In S. cerevisiae
führt Stress durch schwache Säuren zu einer dramatischen Erhöhung des Energieverbrauchs
und einem damit einhergehenden Verbrauch der ATP-Reserven (Piper et al., 1997). Die Ein-
wirkung verschiedener Stressoren wie Sorbinsäure, Ethanol und Hitzeschock hat in S. cerevi-
siae weiterhin die Induktion zweier Proteine in der Plasmamembran, Pdr12p1 und Hsp30p2,
zur Folge (Piper et al., 1997; 1998).
Pdr12p gehört zur Familie der ABC3-Transporter und erhöht die Resistenz von S. cerevisiae
gegenüber Monocarboxylsäuren mit Kettenlängen von 1–7 (Holyoak et al., 1999). PDR12-de-
letierte S. cerevisiae-Zellen sind sensitiver gegenüber Sorbat, Benzoat, Propionat und Acetat
(Piper et al., 1998; Holyoak et al., 1999). Weiterhin zeigten die Autoren, dass Pdr12p Ben-
zoesäure, Sorbinsäure und Fluoreszein aktiv aus der Zelle transportieren kann. Später fan-
den Kren et al. (2003) jedoch, dass Acetat sowie einige andere Stressoren, wie organische
Alkohole (Ethanol, Propanol, Butanol), hohe Osmolarität (1 % NaCl) und Oxidationsmittel
(Menadion, H2O2), zu keiner detektierbaren PDR12-Promotoraktivität führen. Die PDR12-
Genaktivität wird ausschließlich durch War1p4 reguliert, welches als Homodimer im PDR12-
Promotor an zwei WARE5-Elemente bindet und nur in seiner phosphorylierten Form PDR12
induziert (Kren et al., 2003). Kren et al. (2003) zeigten weiterhin, dass nach der Induktion von
PDR12 das Pdr12 Protein fast in der gleichen Konzentration wie Pma1p, das häufigste Protein
der Plasmamembran, vorkommt. Die Aktivierung von War1p erfolgt durch Sorbat, Benzoat
und Propionat, jedoch nicht durch Acetat. Allerdings scheint PDR12 nicht durch einen nied-
rigen pH-Wert induziert zu werden, da Acetat den intrazellulären pH-Wert erniedrigt, ohne
Pdr12p zu induzieren, während das zu keiner Erniedrigung des intrazellulären pH-Wertes füh-
rende Sorbat Pdr12p induziert (Kren et al., 2003). Die Signalkaskade, die zur Aktivierung von
War1p führt, ist bisher unbekannt. Pdr12p kann aber auch in nicht induzierten Zellen in ge-
ringen Mengen nachgewiesen werden (Holyoak et al., 2000). Posttranslational wird Pdr12p
durch Cmk1p6 reguliert (Holyoak et al., 2000). So zeigten Holyoak et al. (2000), dass ∆cmk1-
Zellen, in denen Pdr12p permanent aktiv ist, konstitutiv resistent gegenüber Sorbinsäure und
Benzoesäure sind und auch nicht den sonst üblichen Wachstumsstopp nach der Zugabe dieser
schwachen Säuren aufweisen.
1steht für pleiotropic drug resistance
2steht für heat shock protein
3steht für ATP-binding cassette
4steht für weak acid response
5steht für weak acid response element
6steht für Ca2+-calmodulin-dependent protein kinase 1
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Hsp30p reduziert die Aktivität der durch Stress induzierten Plasmamembran H+-ATPase
(Pma1p) und drosselt damit den Energieverbrauch auf das nötige Maß (Braley and Piper, 1997;
Piper et al., 1997).
Dennoch ist die Plasmamembran H+-ATPase eine wichtige Komponente im Anpassungspro-
zess an schwache Säuren. Sie pumpt Protonen aus der Zelle, wodurch der intrazelluläre pH-
Wert auf neutralem Niveau gehalten wird und ein elektrochemischer Protonengradient aufge-
baut wird, der wiederum für verschiedene Transportprozesse von Bedeutung ist (Goffeau and
Slayman, 1981). Die Aktivität der Plasmamembran H+-ATPase wird daher auch durch schwa-
che Säuren wie Octansäure (Viegas and Sá-Correia, 1991; Viegas et al., 1994; 1998) oder
Sorbinsäure (Holyoak et al., 1996) moderat erhöht. In einer anderen Untersuchung wurde ge-
zeigt, dass pma1-Mutanten, die eine geringere Pma1p-Aktivität aufweisen, nicht mehr in der
Lage sind, bei niedrigem pH und in Anwesenheit schwacher Säuren zu wachsen (McCusker et
al., 1987). Carmelo et al. (1997) zeigten, dass die Aktivierung von Pma1p durch schwache or-
ganische Säuren (Succinat, Acetat), allerdings nicht allein durch einen sauren extrazellulären
pH-Wert (verursacht durch HCl), erfolgt. Die Absenkung des extrazellulären pH-Wertes auf
3,5 führte hierbei nur in Anwesenheit von Acetat zu einem deutlichen Absinken des intrazellu-
lären pH-Wertes (von pH7 auf pH5–5,5), während Salzsäure (HCl) nur ein leichtes Absimken
des intrazelluären pH-Wert bewirkte. Die Aktivierung von Pma1p erfolgt ebenso durch Glu-
cose (Serrano, 1983). Während es sich bei der Pma1p-Aktivierung durch Glucose um einen
reversiblen Prozess durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung handelt (Morsomme et al.,
2000), scheint die Aktivierung durch einen niedrigen intrazellulären pH-Wert irreversibel zu
sein (Eraso and Gancedo, 1987).
Pma2p von S. cerevisiae wird ebenfalls durch verschiedene Stressoren (z. B. Octansäure) in-
duziert, ist aber kaum von Bedeutung, da die Expression dieser Protonenpumpe hundertfach
schwächer als die von Pma1p ist (Viegas et al., 1994; Carmelo et al., 1996).
Neben dem Transport der Protonen aus der Zelle heraus scheint auch der Protonentransport in
die Vakuole eine Rolle bei der pH-Homöostase zu spielen (Carmelo et al., 1997).
Während in S. cerevisiae ein aktiver Transport von Säureanionen und Protonen aus der Zelle
heraus stattfindet, ist in Zygosaccharomyces bailii die anfängliche Aufnahme schwacher Säu-
ren durch die Plasmamembran stärker eingeschränkt (Piper et al., 2001). So führt in S. cere-
visiae Essigsäure zum schnellen Absinken des intrazellulären pH-Wertes, gefolgt von einem
anschließenden Wiederanstieg in Abhängigkeit von der Konzentration der undissoziierten Es-
sigsäure und der Anwesenheit von Glucose, während dies in Z. bailii nicht der Fall ist (Arne-
borg et al., 2000).
Das aktive Ausschleusen der Säureanionen und Protonen kann jedoch auch in S. cerevisiae
nicht die alleinige Reaktion der Zelle sein, da dies zur baldigen Erschöpfung der Energie-
ressourcen führen würde. Die Zelle muss auch die passive Diffusion der protonierten Säure
eindämmen. Wie dies geschieht, ist bislang weitgehend unbekannt. Zellwand-Mannoproteine
vermindern die Porosität der Hefezellwand (de Nobel and Barnett, 1991), so dass ähnliche
Mechanismen auch zur Eindämmung der Diffusion schwacher Säuren möglich wären.
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Die Beobachtung, dass Z. bailii und Zygosaccharomyces lentus resistent gegenüber Essigsäure
und Sorbinsäure sind, während Zygosaccharomyces kombuchaensis nur eine Resistenz gegen-
über Essigsäure, aber nicht gegenüber Sorbinsäure aufweist, indiziert, dass in der letzteren
Hefe kein Resistenzmechanismus gegenüber Sorbinsäure existiert, wohl aber einer gegenüber
Essigsäure (Steels et al., 2002). Steels et al. (2002) schlussfolgerten daher, dass sowohl die
Abwehrmechanismen gegen verschiedene schwache Säuren, wie auch deren Wirkung unter-
schiedlich sein können.
Zwei Gene, die für Plasmamembran-Transporter der „major facilitator superfamily“ (MFS)
in S. cerevisiae kodieren, AQR11 und AZR12, vermitteln neben der Toleranz gegenüber ver-
schiedenen Wirkstoffen (Azolen, Kristallviolett u. a.) auch eine gewisse Resistenz gegenüber
kurzkettigen Monocarboxylsäuren, insbesondere Essigsäure (Tenreiro et al., 2000; 2002). Sie
bewirken aber keine Resistenz gegenüber Sorbinsäure, Benzoesäure und Octansäure. Die Er-
höhung ihrer Expression äußert sich in einer kürzeren lag-Phase bei Kultivierung in Essig-
säure. So wurde gezeigt, dass S. cerevisiae-Zellen, die AZR1 bzw. AQR1 überexprimieren,
schneller in essigsäurehaltigem Medium anwachsen können, als Zellen, in denen diese Ge-
ne deletiert sind oder unter den authentischen Promotoren exprimiert werden, obwohl auch
Kulturen dieser Zellen nach längeren Kultivierungszeiten die gleichen Zelldichten wie Kultu-
ren mit AZR1- und AQR1-überexprimierenden Zellen erreichen. Bei an Essigsäure adaptierten
Zellen wurde dieser Effekt nicht mehr beobachtet. Hier zeigen alle Stämme unabhängig ihrer
Expression von AZR1 bzw. AQR1 die gleiche (keine) lag-Phase. Interessanterweise führt die
Anwesenheit schwacher Säuren wie Essigsäure oder Propionsäure nicht zur Induktion dieser
Gene (Tenreiro et al., 2002).
Ein durch YRS1/YOR1 kodierter ABC-Transporter, welcher Resistenz gegenüber Reveromy-
cin A und anderen Wirkstoffen verleiht, scheint ebenso für die Toleranz von S. cerevisiae
gegenüber Essigsäure, Benzoesäure, Propionsäure und anderen organischen Anionen, die Car-
boxylgruppen enthalten, von Bedeutung zu sein (Cui et al., 1996).
1.3 Die Aufnahme von schwachen Säuren
Die Aufnahme schwacher Säuren in die Zelle erfolgt bei niedrigem pH-Wert vor allem durch
passive Diffusion der undissoziierten Säure (Sikkema et al., 1995; van der Rest et al., 1995;
Casal et al., 1996; Gerós et al., 2000).
Da viele Hefen aber auch bei höheren pH-Werten, bei denen praktisch die gesamte Säure dis-
soziiert vorliegt, schwache Säuren wie Acetat verwerten können, müssen ebenfalls spezifische
Transportsysteme vorhanden sein. Über diese Transportsysteme ist bisher wenig bekannt. Un-
tersuchungen, welche sich mit dem Transport von Monocarboxylsäuren wie Essigsäure, Pro-
pionsäure, Ameisensäure, Milchsäure, Brenztraubensäure und anderen schwachen Säuren in
Hefen wie S. cerevisiae, Z. bailii, Dekkera anomala oder Torulaspora delbrueckii beschäf-
tigten, zeigten, dass der spezifische Transport von Monocarboxylsäuren als elektroneutraler
1steht für weak acid and quinidine resistance
2steht für acetic acid and azole resistance
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Proton-Symport erfolgt (Cássio et al., 1987; Casal and Leão, 1995; Sousa et al., 1996; Gerós
et al., 2000). Paiva et al. (1999) konnten eine Mutante (Ace8) isolieren, die zwar auf Etha-
nol, nicht aber auf Acetat als alleiniger C-Quelle wachsen kann. Die Autoren nahmen daher
an, dass diese Mutante eine Mutation in einem Acetattransporter aufweist. Das mutierte Gen
wurde jedoch nicht identifiziert.
Die Aktivität der charakterisierten Monocarboxylat-Transporter ist von den jeweils anwesen-
den C-Quellen abhängig. Für S. cerevisiae wurden zwei Monocarboxylat-Proton-Symporter
mit unterschiedlichen Substratspezifitäten gefunden (Casal et al., 1996). Zellen, die auf Essig-
säure oder Ethanol als alleiniger C-Quelle wachsen, transportieren Acetat, Formiat und Propio-
nat durch den gleichen Monocarboxylat-Proton-Symporter, während die Zellen unter diesen
Bedingungen für Lactat und Pyruvat undurchlässig sind (Casal et al., 1996). Beim Wachstum
auf Lactat ist zusätzlich ein Lactat, Pyruvat, Propionat und Acetat transportierender Proton-
Symporter aktiv (Cássio et al., 1987; Casal et al., 1996). Beide Transportsysteme werden
durch Glucose, Fructose und andere Zucker vollständig deaktiviert, so dass in Anwesenheit
dieser Zucker die Aufnahme schwacher Säuren nur durch passive Diffusion stattfinden kann
(Casal et al., 1996).
In D. anomala und T. delbrueckii ist ebenfalls ein durch Glucose reprimierter Proton-Symporter
für den Transport von Acetat, Formiat und Propionat verantwortlich (Casal and Leão, 1995;
Gerós et al., 2000).
Z. bailii, eine sehr stressresistente Hefe, transportiert Acetat ebenfalls mit Hilfe eines Proton-
Symport-Transportsystems, welches auch Propionat und Formiat, nicht aber Lactat, Sorbat
und Benzoat transportiert (Sousa et al., 1996). Im Gegensatz zu anderen Hefen ist dieses Sys-
tem in Z. bailii auch in Anwesenheit von Glucose oder Fructose aktiv, wobei es dann aber nur
noch Acetat als Substrat erkennt und durch Ethanol nichtkompetitiv inhibiert wird (Sousa et
al., 1996). Die Autoren fanden weiterhin, dass in Z. bailii die passive Diffusion der undissozi-
ierten Essigsäure stark eingeschränkt ist. In Z. bailii unterliegt die Acetyl-CoA-Synthetase nur
einer beschränkten Glucoserepression, womit die Hefe in der Lage ist, neben Glucose simul-
tan Acetat als Energiequelle zu nutzen (Sousa et al., 1998). Es wird angenommen, dass dieses
Transportsystem durch erhöhte intrazelluläre Acetatkonzentration gehemmt wird (Sousa et al.,
1998).
Für den Lactat-Proton-Symport in S. cerevisiae konnte das JEN1-Genprodukt verantwortlich
gemacht werden (Casal et al., 1999; Makuc et al., 2001). Die Vermutung von Paulsen et al.
(1998), dass der ORF YHL008c von S. cerevisiae für einen Acetat-Proton-Symporter kodiert,
konnte dagegen nicht bestätigt werden (Makuc et al., 2001).
Über die Aufnahme von Essigsäure sowie anderen schwachen Säuren bei Y. lipolytica liegen
bisher keine Untersuchungen vor. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass auch bei Y. lipolytica die
undissoziierte Säure durch passive Diffusion in die Zelle gelangen kann (siehe auch 4.2).
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1.4 Die Verwertung von Acetat
Nach der Aufnahme in die Zelle wird Acetat durch die Acetyl-CoA-Synthetase zu Acetyl-
Coenzym A verestert. Acetyl-Coenzym A kondensiert im nächsten Schritt mit Oxalacetat zu
Citrat. Dieses wird im Citratzyklus zur Energiegewinnung zu Oxalacetat abgebaut, welches
im nächsten Zyklus erneut mit Acetyl-CoA kondensieren kann. Im Citratzyklus gebildete Re-
duktionsäquivalente dienen in den Mitochondrien zur Gewinnung von ATP (oxidative Phos-
phorylierung). Um Biosynthesen, welche Zwischenprodukte aus dem Citratzyklus abzweigen
(z. B. Oxalacetat für Gluconeogenese), zu gewährleisten, muss der Citratzyklus durch anaple-
rotische Reaktionen wieder aufgefüllt werden. Dies geschieht bei Wachstum auf Acetat durch
den Glyoxylatzyklus, der die beiden Decarboxylierungsschritte des Citratzyklus umgeht (siehe
Abbildung 2). Das im Glyoxylatzyklus entstehende Glyoxylat kann zu Glycin und weiter zu
Serin umgewandelt werden, welches der Ausgangsstoff für eine Reihe weiterer Synthesewege
ist (siehe Abbildung 2). Durch die anaplerotische Wirkung des Glyoxylatzyklus können aber
auch Zwischenprodukte aus dem Citratzyklus für Biosynthesen (z. B. Gluconeogenese) ab-
gezweigt werden. Der Glyoxylatzyklus ist damit für die Verwertung aller C-Quellen (Acetat,
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Glyoxylatzyklus und des Citratzyklus und ihre Einbindung
in den Zellstoffwechsel. Spezifische Glyoxylatzyklus-Reaktionen und -Enzyme sind in rot dargestellt.
ADH: Alkohol-Dehydrogenase, ALD: Aldehyd-Dehydrogenase. Abbildung verändert nach Kujau et al.
(1992) und Lorenz und Fink (2001).
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Ethanol, Fettsäuren, n-Alkane usw.), die zu Acetyl-Coenzym A abgebaut werden, notwendig
und wird durch diese induziert.
Die Enzyme des Glyoxylatzyklus (Isocitratlyase und Malatsynthase) sind bei Eukaryoten im
Allgemeinen in den Peroxisomen bzw. Glyoxisomen (Pflanzen) lokalisiert. Auch in Y. lipoly-
tica konnte die Isocitratlyase in den Peroxisomen nachgewiesen werden (G. Barth, persönliche
Mitteilung). Bei S. cerevisiae scheint sie sich im Unterschied zu vielen anderen Hefen aller-
dings im Cytosol zu befinden (Taylor et al., 1996; Chaves et al., 1997). Der Austausch von
Intermediaten und Reduktionsäquivalenten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien (Citrat-
zyklus) erfolgt über spezielle Transportsysteme.
Die Regulation der Enzyme des Glyoxylatzyklus in Y. lipolytica ist seit langem Gegenstand in-
tensiver Untersuchungen (Matsuoka et al., 1980; Hönes, 1983; 1984; Barth and Weber, 1987;
Fausek et al., 1991; Barth and Scheuber, 1993). Das für die Isocitratlyase kodierende ICL1-
Gen wird durch Acetyl-Coenzym A induziert (Barth, 1985; Kujau et al., 1992). Glucose und
andere Hexosen hemmen dagegen die Expression der Isocitratlyase und der Malatsynthase
(Hönes, 1983; 1984). In S. cerevisiae konnte neben der Regulation auf der Transkriptionsebene
(Ordiz et al., 1998; Rahner et al., 1999) eine posttranslationale Regulation der Isocitratlyase
nachgewiesen werden (Fernandez et al., 1992; Ordiz et al., 1996). Bei dieser bewirkt die An-
wesenheit von Glucose die Phosphorylierung der Isocitratlyase durch eine cAMP-abhängige
Proteinkinase und den proteolytischen Abbau des Enzyms. Auf Transkriptionsebene kommt
es in S. cerevisiae nach dem Transfer der Zellen von Medien mit hohen Zuckerkonzentra-
tionen in Medien mit nichtfermentierbaren C-Quellen wie Acetat und Ethanol neben der In-
duktion des Strukturgens der Isocitratlyase auch zur 50- bis 100fachen Induktion der Gen-
expression der Strukturgene der Malatsynthase (MLS1), der Alkoholdehydrogenase (ADH2)
und der Acetyl-CoA-Synthetase (ACS1), sowie der für gluconeogenetische Enzyme kodieren-
den Gene der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK1) und Fructose-1,6-Bisphosphatase
(FBP1) (Schüller, 2003).
Die meisten Y. lipolytica-Stämme wachsen gut mit Acetat als alleiniger C-Quelle, wenn die
Konzentration von Acetat (Natriumacetat-3-hydrat) ca. 0,4 % (entspricht 30 mM) beträgt. Kon-
zentrationen bis ca. 1 % werden noch toleriert, verlangsamen aber das Wachstum, während
höhere Konzentrationen das Wachstum hemmen (Barth and Gaillardin, 1996).
1.5 Die Hefe Yarrowia lipolytica
1.5.1 Charakteristische Eigenschaften von Yarrowia lipolytica
Y. lipolytica ist eine ascomycetale, obligat aerobe Hefe und lebt vorzugsweise auf fett- und pro-
teinreichen Substraten (z. B. Wurst, Käse). Die ursprünglich als Candida lipolytica bezeich-
nete Hefe wurde nach mehrmaliger Reklassifizierung von van der Walt und von Arx (1980)
endgültig als Yarrowia lipolytica klassifiziert.
Alle bisherigen Isolate von Y. lipolytica erwiesen sich als heterothallisch. Die Paarungstypen
werden durch die zwei Allele MATA und MATB determiniert (Bassel et al., 1971). Zellen der
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komplementären Paarungstypen können konjugieren und eine diploide Zygote bilden. Unter
bestimmten Bedingungen sporulieren diploide Zellen und bilden Asci mit ein bis vier Sporen.
Die Kreuzungsfrequenz natürlicher Isolate ist gering.
Y. lipolytica ist eine dimorphe Hefe, welche Hefezellen, Pseudohyphen und septierte Hyphen
ausbilden kann (van der Walt and von Arx, 1980). Der Anteil verschiedener Zellformen in der
Kultur ist vom Stamm und den Kulturbedingungen abhängig.
Durch eine Reihe von Inzuchtprogrammen verschiedener Arbeitsgruppen (Gaillardin et al.,
1973; Ogrydziak et al., 1978; Barth and Weber, 1984; 1985; Kurischko, 1984; Weber et al.,
1988) konnten Laborstämme gewonnen werden, die für die meisten Methoden der klassischen
Genetik geeignet waren.
Die Isolierung von autonom replizierenden Sequenzen (ARS) (Fournier et al., 1991) ermög-
lichte später auch die Konstruktion von autonom replizierenden Plasmiden. Im Gegensatz zu
S. cerevisiae benötigen autonom replizierende Sequenzen in Y. lipolytica neben einem Replika-
tionsort (ORI) auch Centromer-DNA (CEN) (Fournier et al., 1993; Vernis et al., 1997; 2001).
Bisher wurden vier verschiedene ARS isoliert (Fournier et al., 1991; Matsuoka et al., 1993),
welche alle ein Centromer (CEN) und einen daneben liegenden chromosomalen Replikations-
ort (ORI) enthalten. Die Anwesenheit der CEN-Region schränkt allerdings die Kopienzahl der
Plasmide auf 1–3 pro Zelle ein.
Bisherige Befunde zur Biologie, Genetik und biotechnologischen Anwendung von Y. lipolytica
sind in mehreren Übersichtartikeln zusammengefasst (Gaillardin and Heslot, 1988; Ogrydziak,
1988; Heslot, 1990; Barth and Gaillardin, 1996; 1997; Barth et al., 2003).
1.5.2 Molekulare Daten von Yarrowia lipolytica
Das Genom des Y. lipolytica-Referenzstammes E150 ist ca. 21 Megabasenpaare groß und auf
sechs Chromosomen verteilt. Es ist damit größer als das von S. cerevisiae oder S. pombe (beide
ca. 13 Megabasenpaare). Stämme unterschiedlicher Herkunft können sich deutlich in der Grö-
ße der Chromosomen unterscheiden (Casaregola et al., 1997). Durch das „Yarrowia lipolytica
genome sequencing consortium“ wurde das Genom des Stammes E150 vollständig sequen-
ziert.
Y. lipolytica besitzt keine DNA-Plasmide, wohl aber Plasmide aus doppelsträngiger RNA mit
einer Größe von 3,8, 4,9 und 6,0 kb (Barth and Gaillardin, 1997).
Einige Stämme haben eine unterschiedlich große Anzahl von Retrotransposons. So konnten
zwei LTR1-Retrotransposons der Ty3/gypsy-Gruppe in Y. lipolytica nachgewiesen werden.
Dabei handelt es sich um das mit bis zu 35 Kopien pro haploidem Genom vorkommende
Ylt1 (Schmid-Berger et al., 1994) und das Tyl3-Element, welches mit 1–3 Kopien pro Genom
vorkommt (Neuvéglise et al., 2002). Im Y. lipolytica Wildtypstamm W29, welcher kein Ylt1
enthält (Juretzek et al., 2001; Casaregola et al., 2000), gelang auch der Nachweis eines LINE2
1steht für long terminal repeat
2steht für long interspersed nuclear element
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(Non-LTR) (Casaregola et al., 2000), welches später näher charakterisiert und Ylli1 bezeich-
net wurde (Casaregola et al., 2002). Im Zuge der Sequenzierung von Y. lipolytica E150 wurde
zudem ein weiteres Non-LTR-Retrotransposon der MULE2-Familie identifiziert (Casaregola
et al., 2003).
1.5.3 Evolutionäre Einordnung von Yarrowia lipolytica
Bestimmte Eigenschaften wie der hohe GC-Gehalt, die von anderen Hefen wie S. cerevisiae
abweichende Anordnung von rDNA- und 5S RNA-Genen, das Fehlen der in anderen Hefen
vorkommenden Polymerase I Consensussequenz (van Heerikhuizen et al., 1985) sowie die 7S-
und small nuclear RNA, welche der von höheren Eukaryoten ähnelt (Poritz et al., 1988; Roiha
et al., 1989), zeigen, dass Y. lipolytica eine Sonderrolle unter den Ascomyceten einnimmt
und in einigen Eigenschaften höheren Eukaryoten näher steht als andere Hefen (Barth and
Gaillardin, 1997). So ergaben Sequenzvergleiche konservierter Bereiche ribosomaler Gene
(17S und 26S rDNA) sowie glycolytischer Gene, dass sich Y. lipolytica phylogenetisch von
anderen ascomycetalen Hefen wie S. cerevisiae und S. pombe deutlich unterscheidet (Barns et
al., 1991; Ohkuma et al., 1993; Kurtzman and Robnett, 1998).
1.5.4 Biotechnologische Bedeutung von Yarrowia lipolytica
Y. lipolytica erlangt eine zunehmende Bedeutung in biotechnologischen Prozessen. Hierbei
wird die sehr gute Verwertung lipophiler Substrate durch Y. lipolytica und ihr Vermögen, im
Gegensatz zu anderen Hefen, große Mengen an Proteinen (natürlicherweise sind das z. B. ex-
trazelluläre Proteasen und Lipasen) zu sekretieren, genutzt. Während in der Vergangenheit vor
allem die Gewinnung von Einzellerprotein (single cell protein, SCP) im Vordergrund stand
(Achremowicz et al., 1977; Birckenstaedt et al., 1977; Ashy and Abou-Zeid, 1982; Jwanny
and Rashad, 1985), ist heute die Biotransformation von Fettsäuren (Pagot et al., 1998; Waché
et al., 2001; 2003) sowie die heterologe und homologe Expression und Sekretion von Pro-
teinen (Dominguez et al., 1998; Juretzek et al., 2001; Madzak et al., 2000; Nicaud et al.,
2002; Swennen et al., 2002) von Interesse. Auch die Produktion von Stoffwechselmetaboliten
wie z. B. Zitronensäure und α-Ketoglutarsäure spielt eine Rolle (Chernyavskaya et al., 2000;
Finogenova et al., 2002; Kamzolova et al., 2003; Papanikolaou et al., 2003).
1.5.5 Yarrowia lipolytica als Modellorganismus
Mit der Entwicklung gentechnischer Methoden und Werkzeuge für Y. lipolytica erlangte die
Hefe eine große Bedeutung als Modellorganismus (Übersicht in Barth et al., 2003). So wurde
und wird die Sekretion von Proteinen und der sekretorische Weg untersucht, um diese ins-
besondere für die biotechnologische Nutzung von Y. lipolytica relevanten Prozesse besser zu
verstehen. Weiterhin dient die Hefe als Modellobjekt zur Erforschung des Dimorphismus. Die
1steht für Y. lipolytica LINE
2steht für mutator-like element
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obligat aerobe Hefe Y. lipolytica eignet sich auch zum Studium der Atmungskette sowie zur
Analyse des Genoms und des Metabolismus von Mitochondrien. Aufgrund der Eigenschaft
von Y. lipolytica sehr gut lipophile Verbindungen zu verwerten, dient sie auch als Modellor-
ganismus für Untersuchungen zum Metabolismus von lipophilen Verbindungen wie Triglyce-
riden, Fettsäuren und Alkanen. Die Verwertung von Dikohlenstoffverbindungen und die Re-
gulation des Glyoxylatzyklus ist ebenfalls von großem Interesse (siehe auch 1.4). Auch die
Biogenese und Degradation von Peroxisomen sowie der Transport von Proteinen in Peroxiso-
men war und ist Gegenstand intensiver Forschungen.
1.6 Das GPR1-Gen von Yarrowia lipolytica
1.6.1 Isolierung Acetat nicht verwertender Mutanten
Verschiedene in der Acetatverwertung blockierte Mutanten (Acu−) von Y. lipolytica wur-
den isoliert und charakterisiert (Matsuoka et al., 1980; 1984; Bassel and Mortimer, 1982;
Barth, 1985; Barth and Weber, 1987; Kujau et al., 1992). Kujau et al. (1992) mutagenisierten
die Y. lipolytica-Stämme B204-12C und KB50-4 mit N-Methyl-N´-Nitro-N-nitroso-Guanidin
und isolierten 550 Acu−-Mutanten, welche aufgrund ihrer Defekte in der Verwertung von
Acetat, Ethanol und n-Alkanen vier phänotypischen Klassen zugeordnet wurden (Tabelle 1).
Die selektierten Mutanten wurden auch bezüglich der Aktivitäten der Acetyl-CoA-Synthetase
(ACS), der Isocitratlyase (ICL) und der Malatsynthase (MAS) untersucht.
Die Mutanten der Klasse I wuchsen auf keiner der drei verwendeten C-Quellen. Durch Kom-
plementationsanalysen konnten 76 dieser Mutanten der Komplementationsgruppe ICL1 zu-
geordnet werden. Diese Mutanten wiesen Mutationen im Strukturgen der Isocitratlyase auf.
Die 42 Mutanten der ICL3-Komplementationsgruppe hatten eine gegenüber dem Wildtyp er-
niedrigte ICL-Aktivität, zeigten jedoch keine veränderten Aktivitäten der ACS und MAS. Die
übrigen 191 Mutanten zeigen keine veränderten Aktivitäten der getesteten Enzyme und waren
wahrscheinlich in Reaktionen der Gluconeogenese blockiert.
Tabelle 1: Phänotypische Klassen und intergenische Komplementationsgruppen von nach chemischer
Mutagenese gewonnenen Acu−-Mutanten der Y. lipolytica-Stämme B204-12C und KB50-4. (n.b.:
Komplementationsgruppen sind nicht bekannt, nach Kujau et al., 1992)
Klasse Phänotyp Komplementationsgruppe Anzahl der Mutanten
B204-12C KB50-4
I Acu− Eth− Alk− ICL1 36 40
ICL3 31 11
n.b. 105 86
II Acu− Eth− Alk+ ICL2 59 33
Dominant 7 1
n.b. 15 28
III Acu− Eth+ Alk+ n.b. 37 17
IV Acu− Eth+ Alk− n.b. 23 21
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Bei den Mutanten der Klasse III, welche n-Alkane und Ethanol, aber kein Acetat verwerten
konnten, wurde eine Störung Acetataufnahme diskutiert. Sie zeigten keine Aktivität der ACS
und des Glyoxylatzyklus, wenn sie in Acetatmedium kultiviert wurden, wiesen jedoch normale
ACS- und Glyoxylatzyklus-Aktivitäten bei der Kultivierung in Ethanol oder n-Alkanen auf.
Über den phänotypischen Hintergrund der Mutanten der Klasse IV ist nichts bekannt.
Mutanten der Klasse II konnten n-Alkane, jedoch kein Acetat und kein Ethanol verwerten.
In Mutanten der ICL2-Komplementationsgruppe konnte keine bzw. nur eine sehr niedrige
Aktivität der ACS nachgewiesen werden. Bei acht Mutanten der Klasse II ergaben weitere
Analysen, dass sie alle im gleichen Gen mutiert waren. Es konnte keine Kopplung zwischen
dieser Komplementationsgruppe und den Gruppen ICL1, ICL2 und ICL3 nachgewiesen wer-
den. Da in diesen Mutanten die Aktivität der Enzyme des Glyoxylatzyklus (ICL, MAS) sowie
die ACS-Aktivität bei der Kultivierung in Acetat-Minimalmedium schnell abnahm, wurde das
betroffene Gen GPR1 (glyoxylate pathway regulator) genannt.
1.6.2 Phänotypische Charakterisierung von GPR1d-Mutanten
Die Mutationen des GPR1-Gens in den acht isolierten Mutanten führen auch zu pleiotropen
Effekten (Kujau et al., 1992). In vier ausgewählten GPR1d-Mutanten (B204-12C-38, B204-
12C-112, B204-12C-124 und B204-12C-156) wurde dieser pleiotrope Phänotyp näher charak-
terisiert (Scheuber, 1993; Tzschoppe, 1998; Tzschoppe et al., 1999; Augstein, 2001). Dabei
wurde festgestellt, dass vor allem die Mutanten B204-12C-112 und B204-12C-156 eine ver-
änderte Kolonie- und Zellmorphologie aufweisen, während die Mutanten B204-12C-38 und
B204-12C-124 dem Wildtyp morphologisch recht ähnlich sind. So wachsen B204-12C-112
und B204-12C-156 vermehrt als Hyphen und Pseudohyphen. B204-12C-156-Zellen sind grö-
ßer als die des Wildtyps.
In den Mutanten B204-12C-112 und B204-12C-156 sind zudem Zellorganellen und Membra-
nen verändert (Tzschoppe et al., 1999). Beide Stämme zeigen vergrößerte und fragmentierte
Vakuolen. Der Stamm B204-12C-156 hat außerdem vergrößerte Mitochondrien und ein we-
niger stark ausgebildetes endoplasmatisches Reticulum. Weiterhin wurde festgestellt, dass die
die intrazellulären Membranen dieses Stammes sensitiv gegenüber dem Farbstoff FM64-4 sind
und nach dessen Einwirkung schnell zerstört werden. Dies war ein Hinweis auf eine Verände-
rung der Membranen im Stamm B204-12C-156.
Weitere Untersuchungen beschäftigten sich daher mit der Fettsäure- und Phospholipid-Zusam-
mensetzung der Membranen der GPR1d-Mutantenstämme (Tzschoppe et al., 1999). Hierbei
wurde festgestellt, dass in YPD kultivierte B204-12C-156 mehr Linolensäure und weniger Öl-
säure als der Wildtyp akkumulieren, während die anderen drei Mutanten unter diesen Bedin-
gungen keine wesentlichen Abweichungen ihrer Fettsäurezusammensetzung gegenüber dem
Wildtyp zeigen. Nach der Kultivierung in Acetat-Minimalmedium konnte demgegenüber keine
veränderte Fettsäurezusammensetzung im Stamm B204-12C-156 im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt werden. Allerdings wurde hierbei in den anderen drei Mutanten mehr Ölsäure und
weniger Linolensäure als im Wildtyp gemessen. Außerdem wurden im Stamm B204-12C-156
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deutlich höhere Mengen Cardiolipin als im Wildtyp gefunden und in den beiden Mutanten
B204-12C-112 und B204-12C-156 vor allem in der stationären Wachstumsphase stark redu-
zierte Phosphatidylserin- und Phosphatidylinositol-Konzentrationen ermittelt.
Im Stamm B204-12C-112 konnte durch elektronenmikroskopische Aufnahmen belegt werden,
dass bereits nach 8–16-stündiger Kultivierung in Vollmedium (YPD) in einigen Zellen die Va-
kuolenmembran zerstört und der Zellinhalt abgebaut wird (Tzschoppe et al., 1999). Zudem
wurde festgestellt, dass in den GPR1d-Mutanten nach dem Transfer in Acetat- oder Ethanol-
medium keine Peroxisomenproliferation erfolgt und ein großer Teil der Zellen schnell abstirbt
(Tzschoppe et al., 1999). Außerdem wird unter diesen Bedingungen der Abbau des Zellinhalts
verstärkt induziert, wobei Zellorganellen, insbesondere Mitochondrien, zerstört werden, der
Zellkern aber weitgehend morphologisch intakt bleibt (Tzschoppe et al., 1999).
Es zeigte sich weiterhin, dass die GPR1d-Mutanten nicht nur in der Verwertung von Ace-
tat und Ethanol blockiert sind, sondern sich auch in Anwesenheit von Glucose hypersensitiv
gegenüber diesen C-Quellen erweisen (Tzschoppe et al., 1999). Der Stamm B204-12C-124
ist im Unterschied zu den anderen GPR1d-Mutantenstämmen in der Lage, Ethanol zu ver-
werten (Tzschoppe et al., 1999). Die GPR1d-Mutanten sind aber nur gegenüber der undisso-
ziierten Essigsäure sensitiv (Tzschoppe et al., 1999; Augstein, 2001). Die Konzentration an
undissoziierter Essigsäure, die gerade noch toleriert wurde, lag bei ca. 0,5 mM (Abbildung 3).
Tzschoppe et al. (1999) zeigten auch, dass die GPR1d-Mutanten bei höheren pH-Werten (pH6)
durchaus Acetat als alleinige C-Quelle verwerten können.
Bezüglich des Wachstums und der Sensitivität gegenüber anderen C-Quellen und anderen
schwachen Säuren, wie z. B. Pyruvat oder Lactat, konnten keine Unterschiede zwischen den
GPR1d-Mutanten und dem Wildtyp festgestellt werden (Tzschoppe, 1998; Tzschoppe et al.,
1999). Dennoch wachsen die Mutantenstämme auch in Vollmedium oder Minimalmedium
Abbildung 3: Wachstum von B204-12C (WT) und den GPR1d-Mutantenstämmen auf Minimalme-
dium mit 29,2 mM Acetat in Abhängigkeit des pH-Wertes. Angegeben ist die jeweilige Konzentration
der undissoziierten Essigsäure. Zur Kontrolle wurden die Stämme auch auf Glucose-Minimalmedium
aufgetropft (nach Augstein, 2001).
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mit Glucose etwas schlechter als der Wildtyp und erreichen nicht die gleichen Zelldichten
(Tzschoppe et al., 1999). Zudem enthalten in glucosehaltigem Medium wachsende Kulturen
von B204-12C-112 und B204-12C-156 schon in der exponentiellen Wachstumsphase einen
hohen Anteil toter Zellen (Augstein, 2001).
1.6.3 Klonierung verschiedener GPR1-Allele
Im Zusammenhang mit der Klonierung des Retrotransposons Ylt1, welches im GPR1-Promo-
tor des Stammes B204-12C vorkommt (Schmid-Berger et al., 1994), wurde zuerst das Mu-
tantenallel GPR1-1 aus B204-12C-112 isoliert. Dazu wurde eine Genbank durch partiellen
Verdau (Sau3A) genomischer DNA des Stammes B204-12C-112 und Klonierung der 2–10 kb
großen Fragmente in den autonom replizierenden Vektor pINA237 hergestellt. Nach der Trans-
formation des Stammes B204-12A-213 mit diesen Plasmiden konnte unter 5000 getesteten
Transformanden ein Acu−-Klon identifiziert werden. Das Plasmid wurde reisoliert, in E. co-
li amplifiziert und der trans-dominante Effekt nach der Retransformation in B204-12A-213
bestätigt. Der funktionelle Bereich des Inserts des isolierten Plasmids konnte auf ein 2,1 kb
großes SalI/HindIII-Fragment eingegrenzt werden (Hüttl, 1992). Nach der Sequenzierung die-
ses Fragments wurde ein offener Leserahmen (ORF) identifiziert, der für ein 270 Aminosäuren
großes Protein (Gpr1-1p) kodiert.
Basierend auf der Sequenzinformation des GPR1-1-Allels erfolgte die Klonierung der GPR1-
Allele der Wildtypstämme B204-12C und PO1d sowie die des Allels GPR1-2 aus B204-12C-
156. Dazu wurden angereicherte Genbanken durch Verdau der genomischen DNA der aus-
gewählten Stämme mit SalI/HindIII und Klonierung der 2,1 kb (B204-12C, B204-12C-156)
bzw. 4,1 kb (PO1d) großen Fragmente in pUCBM20 hergestellt. Nach Koloniehybridisierung
mit dem XhoI/HindIII-Fragments des GPR1-Gens als Sonde konnten Plasmide mit den ent-
sprechenden GPR1-Allelen isoliert werden (Augstein et al., 2003). Das GPR1-Allel aus dem
Stamm PO1d enthält kein Ylt1-Retrotransposon im Promotor (Augstein, 2001). Die GPR1-
Allele der Stämme B204-12C-38 und B204-12C-124 wurden mittels PCR amplifiziert und je
drei verschiedene PCR-Fragmente sequenziert (Augstein et al., 2003).
Die Sequenzierung der Allele durch Augstein et al. (2003) ergab, dass drei der GPR1-Mutanten
(B204-12C-38, B204-12C-124 und B204-12C-156) Punktmutationen haben, die zum Aus-
tausch der im N-Terminus von Gpr1p lokalisierten und nah beieinander liegenden Amino-
säuren Glycin62, Glycin63 bzw. Leucin65 durch die Aminosäuren Serin, Asparaginsäure bzw.
Glutamin führen. Im Stamm B204-12C-112 bewirkt eine Punktmutation den Austausch der im
C-Terminus von Gpr1p enthaltenen Aminosäure Glycin248 durch Asparaginsäure (Tabelle 2).
1.6.4 Genetische Analyse des pleiotropen GPR1-Phänotyps
Heterozygote diploide GPR1-1/GPR1-Stämme können kein Acetat und kein Ethanol verwer-
ten, wachsen aber normal auf Glucosemedium und zeigen auch keine morphologischen Ver-
änderungen. Dagegen wurde in heterozygoten GPR1-1/GPR1-2- und homozygoten GPR1-1/
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Tabelle 2: Mutationen im GPR1-Gen und daraus resultierende Aminosäureaustausche im Gpr1p der
vier charakterisierten GPR1-Mutantenstämme. Die mutierten Basen bzw. Aminosäuren sind rot darge-
stellt (nach Augstein, 2001).
Stamm GPR1-Allel DNA-Sequenz (181–198) Proteinsequenz (61–66)
B204-12C GPR1 TTT GGT GGT ACC CTG AAC FGGTLN
B204-12C-38 GPR1-3 TTT AGT GGT ACC CTG AAC FSGTLN
B204-12C-124 GPR1-4 TTT GGT GAT ACC CTG AAC FGDTLN
B204-12C-156 GPR1-2 TTT GGT GGT ACC CAG AAC FGGTQN
DNA-Sequenz (727–744) Proteinsequenz (243–248)
B204-12C GPR1 TAC AAC GCC TAC GCC GGT YNAYAG
B204-12C-112 GPR1-1 TAC AAC GCC TAC GCC GAT YNAYAD
GPR1-1-Stämmen der gleiche pleiotrope Phänotyp wie in den haploiden Mutantenstämmen
nachgewiesen (Tzschoppe et al., 1999). Die Stämme PO1d, PO1d∆gpr1 und B204-12A-213,
die mit Plasmiden, welche GPR1-1 bzw. GPR1-2 enthalten, transformiert wurden, zeigen auch
nur den Acu−-Phänotyp, jedoch keine pleiotropen Effekte (Tzschoppe et al., 1999; Augstein
et al., 2003). Bevor ein GPR1-deletierter Stamm vorlag, wurde angenommen, dass die Acetat-
und Ethanolsensitivität dominant und die pleiotropen Effekte rezessiv sind (Scheuber, 1993;
Tzschoppe, 1998). Da aber auch PO1d∆gpr1-Transformanden mit Plasmiden, die GPR1-1
oder GPR1-2 enthalten, nur den Acu−-Phänotyp, sonst aber keine pleiotropen Effekte zeigen,
muss nunmehr davon ausgegangen werden, dass die pleiotropen Effekte der GPR1-Mutationen
vom genetischen Hintergrund des jeweiligen Stammes abhängig sind.
1.6.5 Der GPR1-Promotor aus dem Stamm PO1d
Augstein (2001) untersuchte die Regulation der GPR1-Promotoren der Stämme B204-12C
(Promotor GPR1A) und PO1d (Promotor GPR1B) mittels Reportergenanalysen (Fusion von
lacZ aus E. coli mit verschiedenen Promotorkonstrukten). Dabei wurde festgestellt, dass die
Insertion des Retrotransposons Ylt1 in den GPR1-Promotorbereich im Stamm B204-12C ei-
ne im Vergleich zum Promotor GPR1B minimale Genexpression (2–4 Miller Units) bewirkt.
Während die Expression unter Kontrolle des authentischen Promotors GPR1B von der C-
Quelle abhängig ist, konnte keine Regulation des GPR1A-Promotors (mit Insertion des Re-
trotransposons) in Abhängigkeit von der C-Quelle beobachtet werden (Augstein, 2001). Ab-
bildung 4 zeigt, dass der GPR1B-Promotor durch Glucose, Glycerol und Ölsäure reprimiert
wird, während C-Quellen wie Acetat und Ethanol zur Induktion führen.
Augstein (2001) charakterisierte den GPR1B-Promotor aus dem Stamm PO1d mittels Gel-
Mobility-Shift-Experimenten und Reportergenanalysen näher. Dabei konnten mehrere Bin-
dungsstellen für potenzielle Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass
ein Proteinkomplex, der für die Regulation des GPR1B-Promotors wesentlich sein könnte, im
Bereich −527 bis −554 des GPR1B-Promotors bindet. Die Deletion dieses Bereiches führt
zu einem starken Abfall der Promotoraktivität. Dieser Bereich enthält Sequenzen, welche den
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Abbildung 4: Expression des lacZ-Gens (aus E. coli) unter Kontrolle des GPR1B-Promotors im Stamm
PO1d/pTSB1 (pTSB1 beinhaltet GPR1B-Promotor–lacZ–GPR1-Terminator) in Abhängigkeit von der
C-Quelle im Medium. Es wurde die Maximalexpression nach 4–12 h Kultivierung aufgetragen (nach
Augstein, 2001).
Transkriptionsfaktor-Bindungsmotiven CSRE1 aus S. cerevisiae (Schöler and Schüller, 1994)
bzw. FACB aus Aspergillus nidulans (Todd et al., 1997; 1998) ähnlich sind. Die an diese Mo-
tive bindenden Proteine Cat8p bzw. FacBp stellen transkriptionelle Aktivatoren dar, die der
Glucoserepression unterliegen. Cat8p ist für die Verwertung nichtfermentierbarer C-Quellen
notwendig (Haurie et al., 2001; Schüller, 2003). FacBp ist in A. nidulans zur Aktivierung von
Genen für die Acetatverwertung von Bedeutung (Todd et al., 1997; 1998). Diese Befunde deu-
ten darauf hin, dass ein Cat8p- bzw. FacBp-homologer Transkriptionsfaktor die Expression des
GPR1-Gens regulieren könnte. Allerdings konnte in den bisher vorliegenden Sequenzen von
Y. lipolytica kein CAT8-Homologes gefunden werden (G. Barth, persönliche Mitteilung), so
dass die Regulation in Y. lipolytica durch einen anderen bisher noch nicht charakterisierten
Transkriptionsfaktor erfolgen könnte.
1.6.6 Intrazelluläre Lokalisierung von Gpr1p
Hydrophobizitätsblots der Gpr1p Proteinsequenz lassen darauf schließen, dass es sich bei
Gpr1p um ein Membranprotein mit 5 bis 6 membranspannenden Domänen handelt. Tzschoppe
(1998) zeigte mit Hilfe von Gpr1p-GFP-Fusionen, dass das Gpr1-Fusionsprotein in der Plas-
mamembran lokalisiert ist. Nach 4–8-stündiger Kultivierung in Acetatmedium wurde auch
eine deutliche Zunahme des GFP-Signals in Vesikeln und der Vakuole festgestellt, was auf
einen normalen Abbauprozess oder ein Artefakt (vermehrter Abbau des Fusionsproteins) zu-
rückgeführt werden kann. Die Membranständigkeit und der Nachweis, dass es sich bei Gpr1p
1steht für carbon source responsive element
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um ein integrales Membranprotein handelt, wurde durch subzelluläre Fraktionierung bestätigt
(Augstein et al., 2003 und diese Arbeit, siehe 3.4).
1.6.7 Auswirkungen der GPR1-Deletion und veränderter GPR1-Expression
Zur Deletion des GPR1-Gens wurde der Stamm PO1d mit einer Disruptionskassette transfor-
miert, welche das URA3-Markergen zwischen dem NcoI- und XhoI-Ort im GPR1-Allel enthält.
Im resultierenden Stamm PO1d∆gpr1 sind daher der 3’-Teil des Promotors, der Transkripti-
onsstartpunkt und die 5’-Sequenzen des GPR1-Gens deletiert (Augstein et al., 2003).
Die Deletion von GPR1 hatte wider Erwarten keinen Effekt auf die Essigsäuresensitivität
der Deletionsmutante PO1d∆gpr1 (Augstein, 2001). PO1d∆gpr1 unterscheidet sich morpho-
logisch nicht von PO1d und ist in der Lage, Glucose, Acetat und Ethanol auch bei niedrigen
pH-Werten zu verwerten.
Ein interessanter Befund war zudem, dass geringste Mengen mutiertes Gpr1p selbst in An-
wesenheit eines 100fachen Überschusses des Wildtypallels zur Essigsäuresensitivität führen
(Augstein et al., 2003).
Augstein (2001) zeigte, dass die Überexpression des GPR1-Wildtypallels keinen phänotypi-
schen Effekt bewirkt.
1.6.8 N-terminale Deletionen von Gpr1p
Gpr1p-homologe Proteine eukaryotischer Organismen besitzen im Gegensatz zu den Gpr1p-
Homologen von Prokaryoten einen N-terminalen hydrophilen Bereich (vergleiche 1.6.9). Se-
quenzvergleiche zeigten, dass drei der vier untersuchten GPR1-Mutantenallele Aminosäure-
austausche im N-Terminus von Gpr1p bewirken. Im N-terminalen Bereich von Gpr1p fin-
den sich allerdings keine bekannten Signalsequenzen, die für eine Membranlokalisierung des
Proteins von Bedeutung wären. Zur weiteren Aufklärung einer möglichen Funktion des N-
Terminus von Gpr1p wurde dieser daher teilweise deletiert und mutiert (Augstein, 2001; Aug-
stein et al., 2003).
Dabei zeigte sich, dass der N-Terminus bis einschließlich der Aminosäure Alanin60 nicht
essenziell für die Funktion von Gpr1p zu sein scheint. Die fast vollständige oder teilweise
Deletion des N-Terminus einschließlich der Aminosäure Phenylalanin61 bewirkt, dass Trans-
formanden, welche entsprechende Gpr1p-Konstrukte exprimieren, essigsäuresensitiv werden.
Die alleinige Deletion von Phenylalanin61 oder Mutation in Glutaminsäure hat den gleichen
Effekt. Transformanden, die Gpr1p exprimieren, in dem Phenylalanin61 durch die struktu-
rell ähnliche Aminosäure Tyrosin ersetzt ist, können dagegen auf essigsäurehaltigem Medi-
um wachsen. Allerdings verursachen N-terminale Deletionen (N2–A60 bzw. D55–A60) keine




Gpr1p gehört zu einer Gruppe hoch konservierter Proteine, welche 5 bis 6 potenziell mem-
branspannende Domänen enthalten und in Bakterien, Archaebakterien und auch in niederen
und höheren Eukaryoten vorkommen (Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie, Vertreter siehe 3.1).
Die Funktion der Gpr1p-homologen Proteine in anderen Organismen ist bisher weitgehend
ungeklärt.
Palková et al. (2002) postulierten, dass es sich bei den drei S. cerevisiae-Homologen Ycr010p,
Ynr002p (Fun34p1) und Ydr384p um Ammonium-Proton-Antiporter (Export von Ammonium-
ionen (NH4+), Import von Protonen (H+)) handelt und nannten sie deshalb Ato12, Ato2 und
Ato3. Die Arbeitsgruppe beschäftigt sich unter anderem mit Signalen zwischen Kolonien und
deren Einfluss auf die Entwicklung und Morphologie von Kolonien. So zeigten Palková et
al. (2002), dass Kolonien von S. cerevisiae aber auch Kolonien anderer Hefen periodisch den
pH-Wert des sie umgebenden Mediums von sauer nach alkalisch und vice versa ändern und
unterteilten den Übergang von sauer nach alkalisch in sechs Phasen. Während der alkalischen
Phase produzieren die Zellen nicht-protonierten Ammoniak (NH3) (Palková et al., 2002). Nach
Palková et al. (1997) führt Ammoniak in benachbarten Zellen zur vorübergehenden Einstel-
lung des Wachstums, so dass benachbarte Kolonien nicht aufeinander zu wachsen, sondern
sich dorthin ausbreiten, wo sich noch keine Kolonien befinden. Weiterhin aktiviert Ammoniak
in benachbarten Kolonien deren eigene Ammoniakproduktion (Palková and Forstová, 2000).
Damit wechseln Ammoniak ausgesetzte Zellen unabhängig von ihrer aktuellen Entwicklungs-
phase (sauer bis alkalisch) in die alkalische Phase und steigern bzw. aktivieren selbst ihre
Ammoniakproduktion. Es wird angenommen, dass Kolonien eines bestimmten Bereiches da-
mit ihre Entwicklung und ihr Wachstum synchronisieren und koordinieren (Palková et al.,
1997; Palková and Forstová, 2000). Die Arbeitsgruppe zeigte ebenfalls, dass nach der alkali-
schen Phase die Ammoniakproduktion zurückgehen kann und die Kolonien wieder zu wachsen
anfangen. Außerdem wird davon ausgegangen, dass Ammoniak als Alarmsignal für Nährstoff-
mangel dient, welches von der Kolonie, welche zuerst den Nährstoffmangel detektiert ausgeht
(Palková et al., 2002). Als Ausgangsstoff für die Ammoniak-Produktion dienen Aminosäuren
(Zikánová et al., 2002).
Lorenz und Fink (2001) stellten fest, dass in Candida albicans und S. cerevisiae nach der Pha-
gocytose der Zellen durch Makrophagen Glyoxylatzyklus-spezifische Gene induziert werden.
In S. cerevisiae wird dabei auch das GPR1-Homologe YDR384c zusammen mit Glyoxylatzyk-
lus-spezifischen Enzymen induziert.
Creuzburg (2002) untersuchte die Expression der drei GPR1-Homologen in S. cerevisiae in
Abhängigkeit der C-Quelle, in der die Zellen kultiviert wurden. Hierbei wurde gezeigt, dass
alle drei Promotoren einer Katabolitrepression durch Glucose unterliegen, wobei angenommen
wurde, dass die Regulation eher durch Derepression als durch Induktion erfolgt. YCR010c und
YNR002c werden durch Ethanol stark induziert. Ölsäure bewirkt eine starke Induktion von
1steht für function unknown now
2steht für ammonium transport outward
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YNR002c. Im Gegensatz zum GPR1-Gen in Y. lipolytica werden die GPR1-homologen Gene
in S. cerevisiae nur sehr schwach durch Acetat und Lactat, jedoch wesentlich stärker durch
Glycerol induziert. Weiterhin ist die Expression von YCR010c, YDR384c und YNR002c in
Gegenwart von Glucose deutlich geringer als die des GPR1-Gens.
Haurie et al. (2001) analysierten die Protein- und Genexpression in S. cerevisiae während
des diauxischen Shifts (Wechsel von fermentativem zu oxidativem Metabolismus nach Ver-
brauch der Glucose) in einem CAT8-deletierten Stamm im Vergleich zum Wildtyp. Sie zeig-
ten, dass beim Übergang zum oxidativen Metabolismus YCR010c stark induziert wird, wäh-
rend YNR002c reprimiert wird. In der cat8-Deletionsmutante findet kaum noch die Expression
von YCR010c statt, während in dieser Mutante YNR002c das einzige Gen ist, welches stärker
exprimiert wird (Analyse des gesamten Transkriptoms). CSRE-Elemente, an die Cat8p bin-
den könnte, befinden sich nur im YCR010c-Promotor, nicht aber im Promotor von YNR002c.
Die Autoren postulierten daher, dass in der cat8-Deletionsmutante die erhöhte YNR002c-
Expression die verminderte Expression von YCR010c kompensieren könnte.
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1.7 Zielstellung der Arbeit
Gegenstand bisheriger Untersuchungen war die phänotypische und genotypische Charakte-
risierung der trans-dominanten GPR1-Mutantenstämme B204-12C-38, -112, -124 und -156.
Als Ursache für den Mutantenphänotyp konnten verschiedene Punktmutationen im GPR1-Gen
verantwortlich gemacht werden. Mit der Klonierung des GPR1-Allels aus dem Y. lipolytica-
Stamm PO1d wurde zudem der authentische Promotor von GPR1 isoliert. Dieser wurde mittels
Reportergenanalysen und Gel-Mobility-Shift-Experimenten näher charakterisiert. Mittels kon-
fokaler Laserscanning-Mikroskopie konnte eine GFP-Fusion von Gpr1p in der Plasmamem-
bran lokalisiert werden. In weiteren Untersuchungen wurden die Auswirkungen der teilweisen
und fast vollständigen Deletion des hydrophilen N-Terminus von Gpr1p auf das Wachstum
entsprechender PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden untersucht. Die Funktion des Prote-
ins konnte jedoch bisher nicht spezifiziert werden.
In der vorliegenden Arbeit sollte das Gpr1-Protein näher charakterisiert und weitere Beiträge
zur Aufklärung seiner Funktion geleistet werden. Damit stellten sich folgende Aufgaben:
1. Vergleichende Messung der Acetatakkumulation im Wildtyp B204-12C und den trans-
dominanten GPR1-Mutanten.
2. Bestätigung der Membranlokalisierung von Gpr1p mittels Zellfraktionierung.
3. Aufklärung funktionell wichtiger Bereiche im Gpr1p durch ortsspezifische Mutagenese.
Hierbei sollte die Bedeutung der potenziellen PKC-Phosphorylierungsorte Serin74 und
Threonin194, sowie die des potenziellen Tyrosinkinase-Phosphorylierungsortes Tyrosin58
untersucht werden. Weiterhin waren die Auswirkungen der Deletion ganzer Bereiche
von Gpr1p, wie die von Teilen des hydrophilen C-Terminus und die des für die Gpr1-
Fun34-YaaH-Proteinfamilie charakteristischen NPAPLGL-Motivs, von Interesse. Zur
Testung der Relevanz der eingeführten Mutationen sollten die entsprechenden Plasmide
in die Stämme PO1d und PO1d∆gpr1 transformiert werden und die Transformanden
bezüglich ihrer Sensitivität gegenüber Essigsäure getestet werden.
4. Untersuchungen zur Identifizierung von Interaktionspartnern von Gpr1p. Für die Auf-
klärung der Funktion von Gpr1p wäre das Wissen um andere Proteine, welche mit Gpr1p
interagieren, sehr hilfreich. Diese Analysen sollten mit Hilfe der Coimmunpräzipitation
sowie durch in vitro-Bindungstests erfolgen.
5. Gewinnung von Antikörpern gegen Gpr1p. Hierzu sollten die hydrophilen Bereiche des
N- und C-Terminus als GST-Fusionen überexprimiert, gereinigt und zur Antiserumpro-
duktion in Kaninchen eingesetzt werden.
6. Aufklärung posttranslationaler Modifikationen. Insbesondere sollte hierbei untersucht




2 Material und Methoden
2.1 Geräte
Zentrifugen
Heraeus Biofuge fresco (Tischzentrifuge)
Heraeus Sepatech Biofuge 28RS mit den Rotoren HFA 22.2 und HFA 28.1
Heraeus Sepatech Biofuge 15R mit dem Rotor HFA 5.50
Sorvall RC 5C mit den Rotoren SS-34, SLA-1500, SLA-3000
Beckman Optima™ MAX Ultrazentrifuge mit Rotor MLS 50
Brutschränke und Schüttler
Memmert BE500 (37 °C Brutschrank zur Kultivierung von E. coli)
Heraeus Kühlbrutschrank BK 600 (zur Kultivierung von Hefen)
Infors HT Novotron® AK82 (37 °C Schüttler für Kultivierung von E. coli)
Infors HT Multitron® (bei 28 °C zur Kultivierung von Hefen)
Autoklaven und Sterilisatoren
KSG Hochdruckdampfsterilisator KSG 112
H+P Varioklav Dampfsterilisator






BioRad GenePulser® II und MicroPulser™
Sequenzierer
LI-COR DNA Analyzer Gene Reader 4200 bzw. 4000 (Analysesoftware: LI-COR Image Ana-
lysis 4)
BeckmanCoulter CEQ™ 2000XL (Analysesoftware: CEQ Sequence Analysis 4.3.9)
Stromversorgungsgeräte
BioRad PowerNPac 300 für DNA-Elektrophorese
Biometra Power Pack P25 und Pharmacia Biotech Electrophoresis Power Supply
EPS 3500 (für Protein-Elektrophorese und Semidry-Blotten)
Elektrophorese-Systeme
BioRad Sub-Cell® GT Electrophoresis Systems und Hoefer HE 99X (für horizontale DNA-
Elektrophorese)
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Phase PROT-RESOLV MINI-LC Gelelektrophorese-System, PeqLab Penguin™ Doppelgel-
system Modell P8DS und Biometra Maxigel Gelelektrophorese-System
Semidry-Elektroblotter
Biotech-Fischer Phero-multiblott
PeqLab ThePanther™ Semi-Dry-Elektroblotter Modell HEP-1
Spektrometer
Pharmacia Biotech Ultospec 2000 (für DNA-Konzentrationsbestimmungen)
Kontron Instruments Uvikon 943 (alle anderen Applikationen)
Waagen
Sartorius MC1, Sartorius BP310P und Kern 770 (Feinwaage)
pH-Messgeräte
WTW pH526 (für pH4–7) und WTW pH537 (für pH7–10)
Weitere Geräte
Bandelin Sonopuls HD 2070 Ultraschall-Homogenisator
Bandelin Sonorex Super RK102H Ultraschallbad
BioRad Electro-Eluter Model 422 mit Membrane Caps (green)
Heidolph Duomax 1030 Kippschüttler
Heidolph Reax 2000 Vortexer
Heraeus HS12/2 Sicherheitswerkbank
Kleinfeld Labortechnik Blockthermostat BT100
MWG-Biotech UV-Transilluminator TEX-35M (312 nm) mit Biophotonics GelPrint 2000
Software
Savant DNA Speed Vac®
Techne Tempcold Kühlthermostat
Wallace WinSpectrac Liquid Scintillation Counter
2.2 Chemikalien, Biochemikalien und Nukleinsäuren
Alle für die Arbeit verwendeten Chemikalien und Biochemikalien sind kommerziell erhältlich.
2.2.1 Feinchemikalien






Bechmark™ Protein-Ladder (prestained) Invitrogen/Gibco-BRL
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BSA Roth
[1-14C]-Acetat Amersham Pharmacia Biotech




Freund’s inkomplettes Adjuvant Sigma
Glucose-Teststreifen Kallies Feinchemie AG
GSH-Sepharose® 4B Amersham Pharmacia Biotech
PMSF Fluka
Protease-Inhibitoren-Cocktail (complete™) Roche






Lambda Protein Phosphatase (λ-PPase) New England Biolabs
PacI New England Biolabs
alle anderen Restriktionsenzyme MBI Fermentas





2.2.3 Verbrauchsmaterialien und Kitsysteme
CEQ™ DTCS-Schnellstart-Kit Beckman Coulter
CDP-Star™ detection reagent Amersham Pharmacia Biotech
ECLPlus Western Blotting Detection Reagents Amersham Pharmacia Biotech
Gel Blotting Papier Schleicher&Schüll
Immobilon™-P PVDF-Membran Millipore
Immobilon™-PSQ PVDF-Membran Millipore
Jetquick Gel Extraction Spin Kit Genomed
Jetquick PCR Purification Spin Kit Genomed
Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit Genomed
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Jetsorb Gel Extraction Kit Genomed
Jetstar Plasmid Midiprep Kit Genomed
Röntgenfilme Amersham Pharmacia Biotech
Thermo Sequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing Kid with 7-deaza dGTP Amersham Pharmacia Biotech
2.2.4 Antikörper
Die nachfolgend aufgeführten Antikörper wurden entsprechend den Herstellerangaben gelöst.
Für Western-Blot-Analysen wurden die Antikörper in Blocklösung (siehe 2.7.11) in den ange-
geben Verdünnungen eingesetzt.
Monoklonale Antikörper
Mouse Anti-c-myc (Roche) 1:500
Mouse Anti-β-Galactosidase (Roche) 1:1000
Mouse Anti-GFP (Roche) 1:1000
Mouse Anti-HA (Roche) 1:1000
Polyklonale Antikörper
Goat Anti-GST (Amersham Pharmacia Biotech) 1:1000
Rabbit Anti-Gpr1p (diese Arbeit, siehe 2.8) 1:2000
Sekundäre Antikörper
Rabbit Anti-Goat Ig-AP (Sigma) 1:7500
Sheep Anti-Mouse Ig-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:5000
Donkey Anti-Rabbit Ig-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) 1:10 000
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2.2.5 Verwendete Plasmide
Tabelle 3: Übersicht über verwendete Plasmide.
Plasmid genetische Marker Beschreibung Referenz
pINA237 ampR, tetR, LEU2,
ARS18








pYLG3 ampR, LEU2, GPR1B,
ARS18





Plasmide zur Expression von Gpr1p-
β-Galactosidase-Fusionsproteinen
unter Kontrolle des GPR1B-Promotors





Plasmid kodiert für Gpr1p(Y58F) Augstein, 2001
pYLG3-dX ampR, LEU2,
GPR1BdX, ARS18
Plasmide kodieren für Gpr1p mit parti-
ell deletiertem N-Terminus, (X = 1, 1A,








YEp351-3HA ampR, LEU2, 2 µ,
lacZ’, MCS/3xHA
Vektor zur Expression von HA-







kommerzieller Vektor zur Expression





MCS, URA3, 2 µ
high copy S. cerevisiae Vektor mit durch




Plasmidkarten der Plasmide pYLG3, pTSC1 und pYLG3-GFP finden sich im Anhang auf
Seite 149.
2.2.6 Konstruierte Plasmide
Die meisten der in Tabelle 4 aufgeführten Plasmide dienten, wenn nicht anders angegeben,
der Expression von Proteinen (Gpr1p-Varianten) in Y. lipolytica. Bei allen Plasmiden handelt
es sich um autonom replizierende Plasmide. Die Expression von Plasmid-kodierten Protei-
nen (Gpr1p-Varianten) in Y. lipolytica erfolgte stets unter Kontrolle des authentischen GPR1-
Promotors (GPR1B) aus dem Stamm PO1d. Plasmidkarten repräsentativer Plasmide finden
sich im Anhang ab Seite 149.
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Tabelle 4: Übersicht über konstruierte Plasmide. Die mit † markierten Plasmide wurden von M. Ku-
schel konstruiert.
Plasmid Marker Beschreibung
pG1-A00B ampR, LEU2 Plasmide zur Expression von Gpr1p mit ausgetauschtem po-
tenziellen Phosphorylierungsorten (A00B = S17A, S19A,
S33A, S38A, Y44F, Y58E, T64A, S74A, S74D, S74H,
S74H+N66S, S74Q, S165A, Y166F, T194A, T194D, S255A,
S255A+T136A und Y256F)
pG2-A00B ampR, LEU2 Plasmide zur Expression von Gpr1-2p mit ausgetauschtem
potenziellen Phosphorylierungsorten (A00B = Y58F, Y58E,
S74A, S74D, T194A, T194D)
pG3-A00B ampR, LEU2 Plasmide zur Expression von Gpr1-1p mit ausgetauschtem
potenziellen Phosphorylierungsorten (A00B = Y58F, Y58E,
S74A, S74D, T194A, T194D)
pG1-2A ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1p, in dem Serin74 und Thre-
onin194 durch Alanin ausgetauscht sind
pYLG3-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit 3xHA fusionier-
tem Gpr1p (ohne Terminator)
pYLGP-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von 3xHA unter Kontrolle des
GPR1B-Promotors
pYLGP-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von GFP unter Kontrolle des GPR1B-
Promotors
pYLGnt-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des C-terminal mit 3xHA fusionier-
tem N-Terminus von Gpr1p (M1–G84)
pYLGnt-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des C-terminal mit GFP fusioniertem
N-Terminus von Gpr1p (M1–G84)
pYLGct-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des C-terminal mit 3xHA fusionier-
tem C-Terminus von Gpr1p (G241–D270)
pYLGct-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des C-terminal mit GFP fusioniertem
C-Terminus von Gpr1p (G241–D270)
pYLG4 ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1p mit der zusätzlichen Ami-
nosäuresequenz MTSLALIN vor dem eigentlichen M1 (damit
wurde SpeI und PacI Schnittstelle eingeführt)
pYLG4-F61L ampR, LEU2 wie pYLG4, enthält aber zusätzliche Mutation, die zum Aus-
tausch von Phenylalanin61 durch Leucin führt
pYLG2-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit GFP fusioniertem
Gpr1-2p
pYLGG1 ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von N-terminal mit GST fusioniertem
Gpr1p
pYLGG2 ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von N-terminal mit GST fusioniertem
Gpr1-F61Lp
pYLGnt-GST-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des C-terminal mit GST und GFP fu-
sioniertem N-Terminus von Gpr1p (M1–G84)
pYL-Gst ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von GST unter Kontrolle des GPR1-
Promotor aus PO1d
pYL-GST-GFP ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit GFP fusioniertem
GST unter Kontrolle des GPR1-Promotor aus PO1d
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Tabelle 4: Übersicht über konstruierte Plasmide (Fortsetzung).
Plasmid Marker Beschreibung
pGex-nt ampR Plasmid zur Expression des N-terminal mit GST fusioniertem
N-Terminus von Gpr1p (M1–G84) in E. coli BL21 unter Kon-
trolle des tac-Promotors
pGex-ct ampR Plasmid zur Expression des N-terminal mit GST fusionier-
tem C-Terminus von Gpr1p (G241–D270) in E. coli BL21 unter
Kontrolle des tac-Promotors
p426Met25-GG1 AmpR, URA3 Plasmid zur Expression von N-terminal mit GST fusioniertem
Gpr1p in S. cerevisiae unter Kontrolle des Met25-Promotors
p426Met25-GG2 AmpR, URA3 Plasmid zur Expression von Gpr1-F61Lp N-terminal mit GST
fusioniertem in S. cerevisiae unter Kontrolle des Met25-
Promotors
pTSC1-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit 2xHA fusionier-
tem Gpr1p
pTSC2-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit 2xHA fusionier-
tem Gpr1-2p
pTSC3-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal mit 2xHA fusionier-
tem Gpr1-1p
pTSC3-HA-1 ampR, LEU2 Plasmid exprimiert Gpr1-1p mit den zusätzlichen C-termina-
len Aminosäuren Ala, Asp und Pro (siehe auch Tabelle 8 auf
Seite 45)
pTSC3-HA-2 ampR, LEU2 Plasmid exprimiert Gpr1-1p mit 46 zusätzlichen C-terminalen
Aminosäuren (siehe auch Tabelle 8 auf Seite 45)
pYL-GFPct ampR, LEU2 Plasmid zur Expression des N-terminal mit GFP fusioniertem
C-Terminus von Gpr1p (G241–D270)
p443HAct ampR, URA3 Plasmid zur Expression des N-terminal mit 2xHA fusionier-
tem C-Terminus von Gpr1p (G241–D270)
p443HA ampR, URA3 Plasmid zur Expression von 2xHA unter Kontrolle des
GPR1B-Promotors
p443nt-HA ampR, URA3 Plasmid zur Expression des C-terminal mit 2xHA fusionier-
tem N-Terminus von Gpr1p (M1–G84)
pG1-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1p, welches im dritten Loop
(zwischen D164 und S165) mit dem HA-Epitop markiert ist
pG2-HA ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1-2p, welches im dritten Loop
(zwischen D164 und S165) mit dem HA-Epitop markiert ist
pG1-Myc ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1p, welches im dritten Loop
(zwischen D164 und S165) mit dem c-myc-Epitop markiert ist
pG2-Myc ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von Gpr1-2p, welches im dritten Loop
(zwischen D164 und S165) mit dem c-myc-Epitop markiert ist
pG1-A00† ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal verkürztem Gpr1p
(A00 = P265, Y256, A247 und F242)
pG2-A00† ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal verkürztem Gpr1-2p
(A00 = P265, Y256, A247 und F242)
pG3-A00 ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von C-terminal verkürztem Gpr1-1p
(A00 = P265, Y256, N251 und D248)
pG1-dYNAYA† ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von YNAYA-deletiertem Gpr1p
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Tabelle 4: Übersicht über konstruierte Plasmide (Fortsetzung).
Plasmid Marker Beschreibung
pG2-dYNAYA† ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von YNAYA-deletiertem Gpr1-2p
pG1-dNPAPLGL ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von NPAPLGL-deletiertem Gpr1p
pG2-dNPAPLGL ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von NPAPLGL-deletiertem Gpr1-2p
pG3-dNPAPLGL ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von NPAPLGL-deletiertem Gpr1-1p
pG4-dNPAPLGL ampR, LEU2 Plasmid zur Expression von NPAPLGL-deletiertem Gpr1p mit
den Aminosäureaustauschen L65Q + G248D
2.2.7 Oligonukleotide
Die in Tabelle 5 aufgeführten Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech bezogen.
Tabelle 5: Übersicht über verwendete Oligonukleotide (alphabetisch geordnet). Erkennungssequenzen
für Restriktionsenzyme sind blau, eingefügte Mutationen rot gekennzeichnet. Durch „*“ markierte Pri-
mer sind 5’-seitig fluoreszenzmarkiert (IRD800).
Nr. Name Sequenz (5’ −→ 3’) Restriktions-
schnittstelle
1 Ala74as GAGCAGGGTTACCGAACTTTCGGGCAGGCTG BstEII
2 Asp74as GAGCAGGGTTACCGAACTTTCGATCAGGCTG BstEII
3 CT(KKD)Notas TATATAGCGGCCGCTTAGTCCTTCTTGACGAAG NotI
4 Gln74as GAGCAGGGTTACCGAACTTTCGCTGAGGCTG BstEII
5 Glutamat58as GTTCAGGGTACCACCAAAGGCCCTTTCGAAGTC KpnI
6 GPR-dA247 TATGTCGACTTAGGCGTAGGCGTTGTAGAA SalI
7 GPR-dD248 TATGTCGACTTAATCGGCGTAGGCGTTGTA SalI
8 GPR-dF242 TATGTCGACTTAGAAACCAAAGAAAGCAGT SalI
9 GPR-dF242-OEP AGGGTTGGCAAGACCGAAACCAAAGAAAGCAGTGAT
10 GPR-dG248 GGTCTTGCCAACCCTGGA
11 GPR-dN251 TATGTCGACTTAGTTGGCAAGATCGGCGTA SalI
12 GPR-dP265 TATGTCGACTTAGGGCATGTCAAGAGGAAC SalI
13 GPR-dY256 TATGTCGACTTAGTAGGAGTTTCCAGGGTT SalI
14 GFP-OLctas GTAGGCGTTGTAGAAACCTTTGTATAGTTCATCCATG
15 GprGFYs GGTTTCTACAACGCCTAC
16 GprLacZ GAGGATCCGCGTCCTTCTTGACGAAGG BamHI
17 GprPo7 TGCAGGATGCATGATGT NsiI





23 HA-as TCAGGAACATCGTATGGGTAAAGCTTGTCCTTGATTCCAAATGC HindIII
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Tabelle 5: Übersicht über verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung).




26 HABams TATATAGGATCCATTAATTAATGCAGGCGGCCGCATCTT BamHI, PacI
27 HAMlu1as ATATATACGCGTAAGCTTGCATTCAGCGGCCGCA MluI
28 HAPac1s TATATATTAATTAAGAGTCGACCTGCAGGCGGCC PacI
29 HASalas TATATAGTCGACATTTAACCTGCATAGTCCGGGACG SalI
30 His74as GAGCAGGGTTACCGAACTTTCGGTGAGGCTG BstEII
31 Mlu1s GGGGACAATTCAACGCGT MluI
32 MluGprTas ATATATACGCGTCATCGATAAGCTTTCAGGCG MluI, HindIII
33 Myc-as CTCGGAGATCAGCTTCTGCTCAAGCTTGTCCTTGATTCCAAATGC HindIII
34 Myc-s CAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGTCTTACAACGACCCTATTG
35 Nhe1s CCAGCAGCTAGCATCAG NheI
36 NPAPLGL-delas GTGAGGGCAAAGGCAGAACCGAACTTTCGGGAAGG
37 NPAPLGL-dels TCTGCCTTTGCCCTCAC
38 NT(PLG)Notas TATATAGCGGCCGCTTAACCAAGAGGAGCAGGGT NotI
39 PacBamGpras TATATATTAATTAATGGATCCGCGTCCTTCTTGACGAAGGG PacI, BamHI
40 PacGSTas TATATATTAATTAAATCCGATTTTGGAGGATGG PacI
41 PacSpePLGas TATATATTAATTAACACACTAGTACCAAGAGGAGCAGGGTT PacI, SpeI
42 PacSpePromas TATATATTAATTAACACACTAGTCATGGTTGTAGAAGAGGG PacI, SpeI













56 Sal(GFY)CTs TATATAGTCGACGGTTTCTACAACGCCTAC SalI
57 Sal(MNT)NTs TATATAGTCGACATGAACACCGAAATCCCC SalI
58 SpeGFYs TATATAACTAGTGGTTTCTACAACGCCTAC SpeI
59 SpeGSTs TATATAACTAGTATGTCCCCTATACTAGGTTA SpeI
60 SpePacAUGs TATATAACTAGTCTAGCATTAATTAACATGAACACCGAAATCCCC SpeI, PacI
61 T64Aas GGGTTCAGGGCACCACC
62 T64As GGTGGTGCCCTGAACCC
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Tabelle 5: Übersicht über verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung).
























DH5αC Φ80dlacZ∆M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (r−K m+K )
supE44, relA1, deoR∆(lacZYA-arg F)U169
Gibco-BRL
BL21 F-[dcm], ompT, [lon], hsdS(r−B m−B ), gal, dcm BioLabs




B204-12C MATA met6-1 spo1-1 Kujau et al., 1992
B204-12C-38 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-3 Tzschoppe et al., 1999
B204-12C-112 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-1 Tzschoppe et al., 1999
B204-12C-124 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-4 Tzschoppe et al., 1999
B204-12C-156 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-2 Tzschoppe et al., 1999
PO1d MATA leu2-270 ura3-302 xpr2-322 Le Dall et al., 1994








2.4.1 LB-Medium (Sambrook et al., 1989)
1 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl
2.4.2 SOC-Medium (Sambrook et al., 1989)
2 % (w/v) Pankreatisches Pepton aus Casein, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM
MgCl2, 2,5 mM KCl, 20 mM Glucose
2.4.3 Vollmedium für Yarrowia lipolytica
1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 2 % (w/v) Glucose (YPD)
Statt Glucose wurden auch 1 % (v/v) Ethanol (YPE) sowie 30 mM Acetat (YPA) als C-Quellen
verwendet. Zur Kultivierung von PO1d wurden dem Vollmedium 20 mg/l Uracil zugesetzt.
2.4.4 Minimalmedien für Yarrowia lipolytica
1 Liter Minimalmedium für Y. lipolytica setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:
• 200 ml 5x Salzlösung mit dem gewünschten pH-Wert
• 1 ml Thiaminhydrochlorid-Stammlösung (Endkonzentration: 0,3 mg/l)
• C-Quelle
• bei Bedarf Supplemente
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Bei festen Medien (Agarplatten) wurden außerdem jeweils 2 % (w/v) Agar zugesetzt.
5x Salzlösung
pH5,5: 25 g NH4H2PO4, 7 g KH2PO4 9,3 g K2HPO4 x 3 H2O, 5 g MgSO4 x 7 H2O, 5 ml
Spurenelementelösung
pH4: 25 g NH4H2PO4, 12,5 g KH2PO4 5 g MgSO4 x 7 H2O, 5 ml Spurenelementelösung
Die Lösung wurde mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt und autoklaviert.
In einigen Versuchen wurde 0,1 % Glutamin als Stickstoffquelle anstatt von Ammoniumphos-
phat (NH4H2PO4) verwendet. In diesen Fällen wurde die Salzlösung ohne Ammoniumphos-
phat hergestellt und der gewünschte pH-Wert eingestellt. Von einer 1%igen Glutamin-Stamm-
lösung wurden dann 100 ml pro Liter Medium verwendet.
Spurenelementelösung
2 g Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,2 g FeCl3 x 6 H2O, 50 mg H3BO3, 10 mg CuSO4 x 5 H2O, 40 mg
MnSO4 x 4 H2O, 40 mg ZnSO4 x 7 H2O, 20 mg Na2MoO4, 10 mg CoCl2, 10 mg KI
Die Lösung wurde mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefüllt und autoklaviert.
Thiaminhydrochlorid
Die 0,3 mg/ml Stammlösung wurde sterilfiltriert.
Kohlenstoffquellen
Konzentration der SL Endkonzentration im Medium
Glucose (G) 20 % 1 %, sonst wie angegeben
Ethanol (E) absoluter Ethanol 1 %
Natriumacetat (A) 1 M 30 mM
Glycerol (Y) 50 % 1 %
Ölsäure (O) 20 % 1 %
Glucose und Glycerol wurden autoklaviert, Natriumacetat sterilfiltriert und Ölsäure nach Zu-
satz von 1 % Tween 80 durch Ultraschallbehandlung (dreimal 1 min bei 400 W = maximale
Leistung) homogenisiert und sterilisiert. Der pH-Wert von Natriumacetat wurde mit Salzsäure
auf pH4 oder pH5,5 eingestellt.
Supplemente
Konzentration der SL Endkonzentration im Medium
Uracil (Ura) 2 g/l 20 mg/l
Leucin (Leu) 5 g/l 250 mg/l
Methionin (Met) 5 g/l 250 mg/l
Die Stammlösungen wurden autoklaviert.
Medienbezeichnungen
z. B.: MG-Ura: Minimalmedium mit Glucose und Uracil; MGA-Leu-Ura: Minimalmedium
mit Glucose, Acetat, Leucin und Uracil
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2.4.5 Minimalmedien für Saccharomyces cerevisiae DBY747-Transformanden
1 Liter Minimalmedium für S. cerevisiae DBY747 setzt sich aus folgenden Komponenten
zusammen:
• 100 ml 10x Readersalze mit dem gewünschten pH-Wert
• 10 ml Vitamin-Stammlösung
• 1 ml Spurenelementelösung für S. cerevisiae
• 200 µl Eisenchlorid-Stammlösung
• C-Quelle
• Supplemente
Bei festen Medien (Agarplatten) wurden außerdem jeweils 2 % (w/v) Agar zugesetzt.
Readersalze
30 g (NH4)2SO4, 10 g KH2PO4, 1,6 g K2HPO4 x 3 H2O, 7 g MgSO4 x 7 H2O, 5 g NaCl, 4 g
Ca(NO3)2 x 4 H2O
Die Lösung wurde mit destilliertem Wasser auf 1 l aufgefüllt und autoklaviert.
Vitamin-Stammlösung
Für die 100fache Stammlösung wurden 0,2 mg/l Biotin, 40 mg/l Kalziumpantothenat, 0,2 mg/l
Folsäure, 200 mg/l Inositol, 20 mg/l p-Aminobenzoesäure, 40 mg/l Pyridoxin-HCl, 20 mg/l Ri-
boflavin, 40 mg/l Thiaminhydrochlorid und 40 mg/l Niacin in destilliertem Wasser gelöst. Die
Stammlösung wurde sterilfiltriert und im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.
Spurenelementelösung für S. cerevisiae
50 mg H3BO4, 4 mg CuSO4 x 5 H2O, 10 mg KI, 40 mg MnSO4 x 4 H2O, 20 mg Na2MoO4 x
2 H2O, 40 mg ZnSO4 x 7 H2O
Die Lösung wurde mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefüllt und sterilfiltriert.
Eisenchlorid-Stammlösung
3 g FeCl3 x 6 H2O/100 ml Ethanol
Kohlenstoffquellen
siehe Minimalmedium für Y. lipolytica (2.4.4)
Supplemente
Konzentration der SL Endkonzentration im Medium
Histidin (His) 2 g/l 20 mg/l
Leucin (Leu) 5 g/l 100 mg/l
Tryptophan (Trp) 2 g/l 20 mg/l
Die Stammlösungen wurden autoklaviert.
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2.5 Kultivierungsmethoden
2.5.1 Kultivierung von Escherichia coli
E. coli-Zellen wurden in flüssigem bzw. auf festem LB-Medium bei 37 °C kultiviert. Zur Se-
lektion Ampicillin-resistenter E. coli-Klone wurden dem Medium 100 µg/ml Ampicillin zuge-
setzt.
2.5.2 Kultivierung von Yarrowia lipolytica
Y. lipolytica wurde bei 28 °C in YPD oder Minimalmedium kultiviert. In Submerskultur er-
folgte die Kultivierung bei 220 rpm (Infors HT Multitron®-Schüttler). Transformierte He-
festämme wurden zur Selektion in Minimalmedium mit den entsprechenden C-Quellen und
Supplementen kultiviert. Zur Gewinnung größerer Zellmengen sowie für alle Experimente,
bei denen Zellextrakte für Western-Blot-Analysen gewonnen wurden, erfolgte eine Vorkulti-
vierung der Zellen über Nacht. Die Vorkultur wurde geerntet, gewaschen und die Hauptkultur
mit der gewünschten Zelldichte (OD600) angeimpft.
Für acetathaltige Medien wurde, wenn nicht anders angegeben, ein pH-Wert von 4 eingestellt.
In allen anderen Medien erfolgte die Kultivierung bei pH5,5.
Zur Testung des Wachstums verschiedener Transformanden auf unterschiedlichen Medien
wurden mehrere Transformanden, welche das gleiche Plasmid enthielten, gleichmäßig auf
Minimalmedium-Platten mit Glucose und den entsprechenden Supplementen ausgestrichen
und für ca. 24 h bei 28 °C inkubiert. Danach wurden sie mit sterilen Samttüchern auf Platten
mit den gewünschten Medien (C-Quellen) überstempelt und erneut bei 28 °C bebrütet. Wenn
nicht anders angegeben, wurde das Wachstum der jeweiligen Transformanden auf Minimal-
medium mit Acetat (pH4), Acetat/Glucose (pH4) und Glucose (pH5,5) über mehrere Tage
verfolgt.
2.5.3 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae
Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte wie die Kultivierung von Y. lipolytica.
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2.6 Gentechnische Arbeitsmethoden
Grundlegende gentechnische Arbeitsmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989) und Au-
subel et al. (1997) durchgeführt.
2.6.1 Agarosegel-Elektrophorese
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte bei 8 bis 10 V/cm in
1x TAE-Puffer. Die Gele wurden in Abhängigkeit der Größe der zu trennenden Fragmente
aus 0,5–2%iger Agarose und 2 µl/100 ml Ethidiumbromidlösung in 1x TAE-Puffer hergestellt.
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/5 Volumen 6x Ladepuffer oder 50%igen Gly-
cerol versetzt. Als Molekulargewichtsmarker diente die 1 kb-Leiter von MBI Fermantas. Die
DNA-Ethidiumbromid-Komplexe wurden mit einem UV-Transilluminator bei 312 nm sichtbar
gemacht.
50x TAE: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA (pH8,0), mit destilliertem Wasser
auf 1000 ml aufgefüllt
Ethidiumbromidlösung: 10 mg/ml
6x Ladepuffer: 30 % Glycerol (v/v), 0,05 % Bromphenolblau, 1 Tropfen 1 % Tris
2.6.2 Restriktionsspaltungen
Für präparative Restriktionsspaltungen wurden 5–10 µg Plasmid-DNA, bzw. die gesamte am-
plifizierte DNA einer PCR-Reaktion in dem für das Enzym optimalen Puffer mit 10–30 Units
Enzym bei 37 °C für 3 h oder über Nacht inkubiert. Analytische Restriktionsanalysen erfolgten
mit ca. 500 ng DNA, dem entsprechenden Puffer, HPLC-Wasser und 2 Units Enzym bei 37 °C
für 1–2 h.
2.6.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte über eine zweistufige PCR, wobei die
Annealing-Temperatur der ersten 5 Zyklen je 6 °C und die der folgenden 21 Zyklen je 3 °C un-
ter der Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigsten Schmelztemperatur lag. Als DNA-
Polymerasen wurden Pwo- bzw. Combipol-Polymerase eingesetzt. Die Schmelztemperatur Ts
des Primers wurde mit der Formel Ts = 69,3 °C + 0,42 ·G/C− 650n berechnet, wobei G/C den
prozentualen Anteil von Guanin und Cytosin im primenden Bereich des Primers (n) darstellt.
Die PCR wurde in 100 µl Ansätzen wie folgt angesetzt:
• 20 ng Template
• je 1,5 µl (10 pmol/µl) Vorwärtsprimer und Rückwärtsprimer
• 2 µl dNTP’s (SL: 10 mM pro dNTP)
• 10 µl 10x Reaktionspuffer
• 5 µl MgSO4 (SL: 50 mM)
• 0,5 µl Polymerase (= 2 Units Combi-Polymerase bzw. 2,5 Units Pwo-Polymerase)
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Die Amplifizierung fand unter folgenden Bedingungen statt:
Initialschmelzen 94 °C, 5 min
5 Zyklen Schmelzen 94 °C, 1 min
Annealing Ts−6 °C, 1:30 min
Synthese 72 °C, 1 min/1000 bp
21 Zyklen Schmelzen 94 °C, 1 min
Annealing Ts−3,°C 1:30 min
Synthese 72 °C, 1 min/1000 bp
Abschlusssynthese 72 °C, 7 min
Die von Pogulis et al. (1996) beschriebene rekombinante PCR („Overlap-Extension-PCR“)
wurde für Punktmutationen, Insertionen und Fusionen an beliebigen Stellen eines Gens ver-
wendet. Dazu wurden zunächst zwei sich an je einem Ende komplementäre (16–19 bp) Sub-
fragmente amplifiziert. Die Subfragmente wurden gereinigt und im molaren Verhältnis von
1:1 gemeinsam mit den flankierenden Primern als Primer (und Template) für eine finale PCR
eingesetzt.
2.6.4 Umpufferung
Zum Wechsel eines Puffers, z. B. nach erfolgter PCR oder einem Restriktionsverdau, wurde
der „Jetquick PCR Purification Spin Kit“ verwendet.
2.6.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Das zu ligierende DNA-Fragment
und die Vektor-DNA wurden im molaren Verhältnis von ca. 5:1 gemischt und nach Zugabe
von 2 µl 10x Ligasepuffer und 1 µl (3 Units) T4-Ligase für 3 h bei Raumtemperatur oder über
Nacht bei 16 °C ligiert.
Vor der Transformation von E. coli wurden 5 µl des Ligationsansatzes mit einer „Millipore
White VSWP Membrane“ (Porendurchmesser 0,025 µm) 10 bis 15 min gegen destilliertes
Wasser dialysiert.
2.6.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde für Fragmente unter 2000 bp
der „Jetquick Gel Extraction Spin Kit“ und für größere Fragmente der „Jetsorb Gel Extraction
Kit“ verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.
2.6.7 Plasmidisolierung aus Escherichia coli
Plasmid-DNA wurde aus einer ca. 3-ml-ÜNK (LB-Ampicillin) mittels der bei Sambrook et
al. (1989) beschriebenen alkalischen Lyse gewonnen. Zur Gewinnung von Plasmid-DNA, die
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für anschließende Sequenzierung geeignet ist, wurde der „Jetquick Plasmid Miniprep Spin
Kit“ (für kleinere Mengen) bzw. der „Jetstar Plasmid Midiprep Kit“ (für größere Mengen)
verwendet.
2.6.8 Isolierung von DNA aus Yarrowia lipolytica
Die Rückisolierung von Plasmid-DNA aus Y. lipolytica zur Retransformation in E. coli wurde
wie bei Barth und Gaillardin (1996) beschrieben durchgeführt.
2.6.9 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen
Elektrokompetente E. coli Zellen wurden nach der Methode von Dower et al. (1988) hergestellt
und transformiert. Kompetente Zellen wurden bei −80 °C gelagert.
Zur Transformation wurden 40 µl kompetente Zellen mit ca. 5 µl DNA gemischt und in eine
vorgekühlte Elektroporationsküvette (0,2 cm Küvetten, PeqLab) überführt. Nach einem elek-
trischen Puls von 2,5 kV bei 200 Ω und 25 µF wurde sofort 1 ml SOC-Medium (siehe 2.4.2)
zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und für
1 h bei 37 °C inkubiert, bevor sie zur Selektion auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und
über Nacht bei 37 °C bebrütet wurden.
2.6.10 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Yarrowia lipolytica-Zellen
(modifiziert nach Dower et al., 1988)
Mit einer ÜNK des gewünschten Hefestammes (PO1d oder PO1d∆gpr1) wurden 500 ml YPD-
Medium mit einer OD600 von ca. 0,3 angeimpft und bis zum Erreichen einer OD600 von 1,3 bis
1,5 kultiviert. Anschließend wurden die Zellen geerntet (4000x g, 5 min, 4 °C), mit 500 ml eis-
kaltem destilliertem Wasser gewaschen und nach nochmaliger Zentrifugation erneut in 250 ml
destilliertem Wasser gewaschen. Nach der Resuspendierung der Zellen in 20 ml eiskaltem 1 M
Sorbitol und wiederholter Zentrifugation wurden die Zellen in 0,5 ml 1 M Sorbitol aufgenom-
men (Endvolumen von ca. 1,5 ml) und in 40 µl Portionen mit Trockeneis/Ethanol schockgefro-
ren. Die Lagerung der Zellen erfolgte bei −80 °C.
Zur Transformation wurden 40 µl elektrokompetente Hefezellen mit 100–400 ng DNA ge-
mischt, in eine Elektroporationsküvette überführt (0,2 cm Küvetten, PeqLab) und einem elek-
trischen Puls von 1,8 kV bei 200 Ω und 25 µF ausgesetzt. Die Zellen wurden anschließend
sofort in 1 ml 1 M Sorbitol aufgenommen und auf Selektivagarplatten ausplattiert. Nach 2–3
Tagen Kultivierung bei 28 °C wurden Transformanden sichtbar.
2.6.11 Herstellung und Transformation kompetenter Saccharomyces cerevisiae-Zellen
Die Herstellung und Transformation kompetenter S. cerevisiae-Zellen wurde wie bei Gietz and
Schiestl (1995) beschrieben durchgeführt.
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2.6.12 Plasmidkonstruktionen
Im Anhang ab Seite 149 finden sich Plasmidkarten repräsentativer Plasmide.
Konstruktion von Plasmiden, die für Gpr1p mit ausgetauschten potenziellen
Phosphorylierungsorten kodieren
Um Serin74 durch andere Aminosäuren auszutauschen, wurden PCRs mit dem Vorwärtspri-
mer Nhe1s und den Rückwärtsprimern Ala74as, Gln74as, His74as und Asp74as mit pYLG3
als Template durchgeführt. Die daraus resultierenden PCR-Produkte, welche zum Austausch
von Serin74 durch Alanin, Glutamin, Histidin und Asparaginsäure führende Mutationen ent-
halten, wurden mit NheI und BstEII geschnitten und in das ebenfalls NheI/BstEII geschnit-
tenen Plasmid pYLG3 ligiert (Konstruktion der Plasmide pG1-S74X). Ein E. coli-Klon ent-
hielt auch ein Plasmid, das für Gpr1p(S74H + N66S) kodiert. Um auch in Gpr1-2p Serin74
durch Alanin (pG2-S74A) bzw. Asparaginsäure (pG2-S74D) auszutauschen, wurden die Pri-
mer Nhe1s und Ala74as bzw. Asp74as sowie das Plasmid pYLG2 (enthält GPR1-2-Mutation)
als Template verwendet. Plasmide, die für Gpr1-1p mit Alanin (pG3-S74A) bzw. Asparagin-
säure (pG3-S74D) als 74. Aminosäure kodieren, wurden konstruiert, indem die NheI/BstEII-
Fragmente aus den Plasmiden pG1-S74A und pG1-S74D in pYLG1 (enthält GPR1-1-Mutati-
on) ligiert wurden.
Um Tyrosin58 gegen Glutaminsäure auszutauschen, wurde ähnlich verfahren, nur dass der
Rückwärts-Primer (Glutamat58as) eine KpnI Schnittstelle enthält und das geschnittene PCR-
Produkt somit in das NheI/KpnI geöffnete Plasmid pYLG3 ligiert werden konnte (Konstruk-
tion von pG1-Y58E). Durch Umklonierung des NheI/KpnI-Fragments aus den Plasmiden
pG1-Y58E und pYLG3-m58 (Y58F) in die mit NheI/KpnI geöffneten Plasmide pYLG1 und
pYLG2 wurde der Austausch von Tyrosin58 auch in Gpr1-1p und Gpr1-2p erreicht (Konstruk-
tion von pG3-Y58X, bzw. pG2-Y58X).
Die Mutation des Kodons von Threonin194 war nur durch rekombinante PCR möglich. Dazu
wurden je zwei PCRs mit den in Tabelle 6 aufgeführten Primern und Plasmiden als Templates
durchgeführt und die entstandenen PCR-Produkte jeweils als Primer (und Templates) für wei-
tere PCRs mit den flankierenden Primern GprPo7 und GprSal genutzt. Die dabei erhaltenen
PCR-Produkte wurden SplI/SalI geschnitten und in die ebenfalls mit SplI und SalI geöffneten
Plasmide pTSC1 (für pG1-T194X und pG3-T194X) und pTSC2 (für pG2-T194X) ligiert.
Tabelle 6: Verwendete Primer und Template-DNA zur Konstruktion von Plasmiden, die für Gpr1p,
Gpr1-1p und Gpr1-2p mit durch Alanin bzw. Asparaginsäure ausgetauschtem Threonin194 kodieren.
Plasmid Threonin194 mutiert in Primer für PCR1 Primer für PCR2 Template
pG1-T194A Alanin GprPo7, GprT194Aas GprT194As, GprSal pYLG3
pG1-T194D Asparaginsäure GprPo7, GprT194Das GprT194Ds, GprSal pYLG3
pG3-T194A Alanin GprPo7, GprT194Aas GprT194As, GprSal pYLG1
pG3-T194D Asparaginsäure GprPo7, GprT194Das GprT194Ds, GprSal pYLG1
pG2-T194A Alanin gleiche PCR wie für pG1-T194A
pG2-T194D Asparaginsäure gleiche PCR wie für pG1-T194D
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Um den Austausch der potenziellen PKC-Phosphorylierungsorte im Gpr1p, Serin74 und Thre-
onin194, durch Alanin zu bewirken, wurde das NheI/BstEII-Fragment von pG1-S74A in das
NheI/BstEII geöffnete Plasmid pG1-T194A kloniert (Konstruktion von pG1-2A).
Zur Mutation weiterer potenzieller Phosphorylierungsorte (Plasmide pG1-A00B) wurden pro
zu mutierendem Phosphorylierungsort je zwei PCRs mit den in Tabelle 7 angegebenen Primern
und pYLG3 als Template durchgeführt. Die erhaltenen PCR-Produkte dienten als Primer (und
Template) für eine erneute PCR mit den flankierenden Primern (jeweils erster Primer der PCR1
und zweiter Primer der PCR2). Die dabei erhaltenen PCR-Produkte wurde mit den in Spalte
„Spaltung mit“ angegebenen Restriktionsenzymen gespalten und in das mit den gleichen En-
zymen geöffnete Plasmid (Spalte „Ligation in“) ligiert.
Tabelle 7: Verwendete Primer und Template-DNA zur Konstruktion von Plasmiden, die für Gpr1p mit
ausgetauschten potenziellen Phosphorylierungsorten kodieren.
Plasmid Mutation Primer Primer Spaltung Ligation
A00→B (PCR1) (PCR2) mit in
pG1-S17A Ser17→Ala NheIs, S17Aas S17As, Y256Fas NheI/BstEII pYLG3
pG1-S19A Ser19→Ala NheIs, S19Aas S19As, Y256Fas NheI/BstEII pYLG3
pG1-S33A Ser33→Ala NheIs, S33Aas S33As, Y256Fas NheI/BstEII pYLG3
pG1-S38A Ser38→Ala Nhe1s, S38Aas S38As, GprSal NheI/BstEII pYLG3
pG1-Y44F Tyr44→Phe Nhe1s, Y44Fas Y44Fs, GprSal NheI/BstEII pYLG3
pG1-T64A Thr64→Ala Nhe1s, T64Aas T64As, Y256Fas NheI/BstEII pYLG3
pG1-S165A Ser165→Ala GprPo7, S165Aas S165As, GprSal BstEII/SalI pTSC1
pG1-Y166F Tyr166→Phe GprPo7, Y166Fas Y166Fs, GprSal BstEII/SalI pTSC1
pG1-S255A Ser255→Ala GprPo7, S255Aas S255As,
MluGprTas
BstEII/MluI pYLG3-GFP
pG1-Y256F Tyr256→Phe GprPo7, Y256Fas Y256Fs,
MluGprTas
BstEII/MluI pYLG3-GFP
Konstruktion von Plasmiden, die für markiertes bzw. fusioniertes Gpr1p kodieren
Das Plasmid pYLG3-HA wurde konstruiert, indem das PCR-Produkt der PCR mit dem Pri-
merpaar HAPac1s und HAMlu1as und dem Vektor YEp351-3HA als Template, PacI/MluI
geschnitten wurde und in das ebenfalls mit PacI und MluI geöffnete Plasmid pYLG3-GFP
ligiert wurde.
Die Konstruktion der Plasmide pYLGP-HA und pYLGP-GFP erfolgte durch Ligation eines
PCR-Produktes, das durch PCR mit den Primern Nhe1s und PacSpePromas und pYLG3 als
Template erhalten und mit NheI/PacI geschnittenen wurde, in die NheI/PacI geöffneten Plas-
mide pYLG3-HA bzw. pYLG3-GFP.
Das durch PCR mit dem Primerpaar Nhe1s und PacSpePLGas und pYLG3 als Template ge-
wonnene PCR-Produkt wurde NheI/PacI geschnitten und in die mit den gleichen Restriktions-
enzymen geöffneten Plasmide pYLG3-HA bzw. pYLG3-GFP ligiert, wodurch die Plasmide
pYLGnt-HA bzw. pYLGnt-GFP konstruiert wurden.
Die Plasmide pYLGct-HA und pYLGct-GFP wurden durch Ligation eines durch PCR mit
den Primern SpeGFYs und HAMlu1as mit pYLG3-HA als Template amplifizierten und mit
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SpeI/PacI geschnittenen PCR-Produktes in die SpeI/PacI geöffneten Plasmide pYLGP-HA
bzw. pYLGP-GFP konstruiert.
Durch PCR mit den Primern SpePacAUGs und MluGprTas und pYLG3 als Template wurde
der GPR1-ORF und der GPR1-Terminator amplifiziert. Das Plasmid pYLG4 wurde konstru-
iert, indem dieses PCR-Produkt SpeI/MluI gespalten und in das SpeI/MluI geöffnete Plasmid
pYLGP-GFP ligiert wurde. Bei der Sequenzierung wurde ein Klon gefunden, der pYLG4 mit
einer zusätzlichen Mutation im ORF von GPR1 enthält, die den Austausch von Phenylalanin61
durch Leucin bewirkt. Dieses Plasmid wurde pYLG4-F61L genannt.
Das Plasmid pYLG2-GFP entstand durch Klonierung des NheI/SplI-Fragments aus pYLG2
in NheI/SplI geöffnetes pYLG3-GFP.
Die Ligation der mit den Primern SpeGSTs und PacGSTas und pGex-4T-3 als Template am-
plifizierten und SpeI/PacI geschnittenen GST-DNA in die mit SpeI/PacI geöffneten Plasmide
pYLG4 bzw. pYLG4-F61L ergab die Plasmide pYLGG1 bzw. pYLGG2.
Durch Ligation des gleichen PCR-Produktes in das PacI/SpeI geöffnete Plasmid pYLGnt-GFP
wurde das Plasmid pYLGnt-GST-GFP konstruiert.
Das Plasmid pYL-Gst wurde konstruiert, indem das PCR-Produkt der PCR mit den Primern
PacStops und MluGprTas mit pYLG3 als Template (Amplifizierung des GPR1-Terminators)
PacI/MluI geschnitten und in das mit den gleichen Restriktionsenzymen geöffnete Plasmid
pYLGG1 ligiert wurde.
Nach dem Umklonieren des PacI/MluI-Fragments aus pYLGG1 in das mit den gleichen Re-
striktionsenzymen gespaltene Plasmid pYLG3-GFP, wurde das Plasmid pYL-GST-GFP ge-
wonnen.
Die Plasmide pGex-nt bzw. pGex-ct wurden durch Ligation der durch PCR amplifizierten für
den N- bzw. C-terminalen Teil von Gpr1p kodierenden Sequenzen in den SalI/NotI geöffneten
Vektor pGEX-4T-3 konstruiert. Die PCRs erfolgten mit den Primerpaaren Sal(MNT)NTs und
NT(PLG)Notas (für N-Terminus von Gpr1p) bzw. Sal(GFY)CTs und CT(KKD)Notas (für C-
Terminus von Gpr1p) und pYLG3 als Template.
Die Konstruktion der Plasmide p426Met25-GG1 und p426Met25-GG2 gelang, indem die
SpeI/EcoRI-Fragmente aus den Plasmiden pYLGG1 und pYLGG2 in den SpeI/EcoRI geöff-
neten Vektor p426Met25 ligiert wurden.
Das Plasmid pYLG3-HA diente als Template zur Amplifizierung der für 2xHA kodierenden
DNA mit dem Primerpaar HABams und HASalas. Das PCR Produkt wurde SalI/BamHI in die
Plasmide pTSC1, pTSC2 und pTSC3 ligiert, womit die Plasmide pTSC1-HA, pTSC2-HA
und pTSC3-HA erhalten wurden.
Zwei E. coli Klone enthielten das Plasmid pTSC3-HA mit veränderter Sequenz. Aufgrund von
Fehlern der Polymerase wurde hier der Leserahmen verschoben. Die entsprechenden Plasmide
wurden pTSC3-HA-1 und pTSC3-HA-2 genannt. In Tabelle 8 sind die resultierenden Protein-
sequenzen angegeben.
Zur C-terminalen HA-Markierung von Gpr1p und Gpr1-2p mit durch Alanin bzw. Asparagin-
säure ausgetauschtem Threonin194 wurden die Plasmide pG1-T194A-HA, pG1-T194D-HA
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Tabelle 8: Durch Fehler der Polymerase während der PCR entstandene Varianten des Plasmids
pTSC3-HA und die jeweils kodierten Proteine. Aminosäuren, welche das HA-Nonapeptid ausmachen,
sind blau dargestellt.
Plasmid resultierende Proteinsequenz
pTSC3-HA Gpr1-1p–M1-D270–ADPLI NAGGR IFYPY DVPDY AGYPY DVPDY AG302
pTSC3-HA-1 Gpr1-1p–M1-D270–ADP273
pTSC3-HA-2 Gpr1-1p–M1-D270–ADPLI NAGGR IFYPY DVPDY AGYPY DVPDY GLNVD
EETQS APVEC S316
bzw. pG2-T194A-HA, pG2-T194D-HA konstruiert. Dazu wurde je eine PCR mit den Primern
GprPo7 und GprLacZ (führt BamHI-Schnittstelle ein) sowie mit den Plasmiden pG1-T194A
bzw. pG1-T194D als Templates durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden SplI/BamHI ge-
schnitten und jeweils in die ebenfalls mit SplI und BamHI geöffneten Plasmide pTSC1-HA
(für pG1-T194A/D-HA) und pTSC2-HA (für pG2-T194A/D-HA) ligiert.
Zur Konstruktion der Plasmide pYL-GFPct und p443HAct wurde die für den C-terminalen
Teil von Gpr1p kodierende DNA mit den Primern GprGFYs und MluGprTas und pYLG3 als
Template amplifiziert (PCR-CT). Die für GFP bzw. HA kodierende DNA wurde mit den Pri-
mern GprPo7 und GFP-OLctas bzw. HA-OLctas und pYLGP-GFP bzw. pYLGP-HA als Tem-
plates amplifiziert (PCR-GFP bzw. PCR-HA). Das durch rekombinante PCR mit PCR-GFP,
PCR-CT und den flankierenden Primern GprPo7 und MluGprTas gewonnene PCR-Produkt
enthält den ORF von einem Fusionsprotein, in dem GFP C-terminal mit dem C-Terminus
von Gpr1p fusioniert ist. Dieses PCR-Produkt wurde MunI/MluI geschnitten und in das mit
den gleichen Restriktionsenzymen geöffnete Plasmid pYLGP-GFP ligiert (Konstruktion von
pYL-GFPct). Das ebenfalls mittels rekombinanter PCR mit PCR-HA und PCR-CT als Primer
(und Template) und den gleichen flankierenden Primern (GprPo7 und MluGprTas) gewonnene
PCR-Produkt wurde mit NsiI und HindIII geschnitten und in das mit den gleichen Restrik-
tionsenzymen geöffnete Plasmid p443Gpr ligiert (Konstruktion von p443HAct).
Das Plasmid p443HA wurde durch Ligation des 273 bp großen NotI/HindIII-Fragments aus
dem Plasmid pTSC1-HA in das mit NotI/HindIII geöffnete Plasmid p443HAct konstruiert.
Durch Ligation des 401 bp großen NotI/NsiI-Fragments aus dem Plasmid pYLGnt-HA in das
ebenfalls mit NotI/NsiI geöffnete Plasmid p443HA wurde das Plasmid p443nt-HA konstruiert.
Plasmide die für Gpr1p mit dem HA-Epitop (pG1-HA, pG2-HA) bzw. dem c-myc-Epitop
(pG1-Myc, pG2-Myc) im dritten Loop kodieren, wurden mit Hilfe rekombinanter PCR kon-
struiert. Dazu wurde die für den N-terminalen Bereich von Gpr1p kodierende DNA mit GprPo7
als Vorwärtsprimer und HA-as bzw. Myc-as als Rückwärtsprimer amplifiziert. Die für C-ter-
minale Sequenzen von Gpr1p kodierende DNA wurde mit HA-s bzw. Myc-s als Vorwärtspri-
mer und GprSal als Rückwärtsprimer amplifiziert. Für alle vier PCR-Reaktionen wurde das
Plasmid pYLG3 als Template verwendet. Die gewonnenen PCR-Produkte dienten erneut als
Primer (und Template) für zwei weitere PCRs mit den flankierenden Primern GprPo7 und
GprSal. Die danach erhaltenen PCR-Produkte wurden mit SplI und PacI geschnitten und in
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die mit den gleichen Enzymen geöffneten Plasmide pTSC1 (für pG1-HA und pG1-Myc) bzw.
pTSC2 (für pG2-HA und pG2-Myc) ligiert.
Konstruktion von Plasmiden, die für C-terminal verkürztes Gpr1p kodieren
Zur Konstruktion von Plasmiden, die für C-terminal verkürztes Gpr1p kodierenden, wurden
PCRs mit dem Vorwärtsprimer GprPo7 und den Rückwärtsprimern GPR-dP265, GPR-dY256,
GPR-dA247 bzw. GPR-dF242 durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden mit BstEII und SalI
geschnitten und in die ebenfalls mit BstEII und SalI geöffneten Plasmide pTSC1 (für Kon-
struktion von pG1-A00) und pTSC2 (für Konstruktion von pG2-A00) ligiert. Zur Expres-
sion von C-terminal verkürztem Gpr1-1p, wurden PCRs mit dem Vorwärtsprimer GprPo7 und
den Rückwärtsprimern GPR-dP265, GPR-dY256, GPR-dD248 und GPR-dN251 sowie mit
pYLG1 als Template durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden BstEII/SalI geschnitten und in
BstEII/SalI geöffnetes pTSC1 kloniert (Konstruktion von pG3-A00).
Konstruktion von Plasmiden, die für Gpr1p mit deletierten Aminosäuren kodieren
Zur Deletion des YNAYA-Motivs von Gpr1p wurden eine PCR mit den Primerpaaren GprPo7
und GPR-dF242-OEP sowie eine PCR mit den Primerpaaren GPR-G248 und GprSal mit je-
weils pYLG3 als Template durchgeführt. Beide PCR-Produkte dienten als Primer (und Tem-
plates) für eine rekombinante PCR mit den flankierenden Primern GprPo7 und GprSal. Das
PCR-Produkt dieser rekombinanten PCR wurde BstEII/SalI geschnitten und in die ebenfalls
mit BstEII und SalI geöffneten Plasmide pTSC1 (für Konstruktion von pG1-dYNAYA) und
pTSC2 (für Konstruktion von pG2-dYNAYA) ligiert.
Zur Deletion des Familienmotives der Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie wurden PCRs mit
den Primerpaaren GprPo7 und NPAPLGL-delas und pYLG3 bzw. pYLG2 als Templates durch-
geführt. Eine weiter PCR wurde mit den Primern NPAPLGL-dels und GprSal und mit pYLG3
als Template durchgeführt. Die PCR-Produkte dienten als Primer (und Templates) für zwei
rekombinante PCRs mit den flankierenden Primern GprPo7 und GprSal. Die Ligation dieser
zuvor KpnI/SalI geschnittenen PCR-Produkte in ebenfalls KpnI/SalI geöffnetes pTSC1 gene-
rierte die Plasmide pG1-dNPAPLGL bzw. pG2-dNPAPLGL.
Durch Ligation des NheI/SplI-Fragments aus pG1-dNPAPLGL und pG2-dNPAPLGL in das
mit NheI und SplI geöffnete Plasmid pYLG1 wurden die Plasmide pG3-dNPAPLGL bzw.
pG4-dNPAPLGL konstruiert.
2.6.13 DNA-Sequenzierung
Die korrekte Sequenz aller ligierten Sequenzen wurde durch DNA-Sequenzierung nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) an den unter 2.1 angegebenen Geräten unter Ver-
wendung der unter 2.2.3 angegebenen Kitsysteme nach Herstellerangaben durchgeführt.
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2.7 Biochemische Methoden
2.7.1 Zellaufschluss mittels Glasperlen
Je nach Bedarf und in Abhängigkeit der OD600 (meist 2–4) wurden zwischen 15–200 ml der
Kultur bei 3000x g geerntet. Die Zellen wurden anschließend mit einem Volumen Aufschluss-
puffer I (ohne complete™) gewaschen und in 1/100 Volumen Aufschlusspuffer I aufgenom-
men. Die Zellsuspension wurde in ein dickwandiges Reagenzglas überführt. Nach der Zugabe
von Glasperlen (0,25–0,5 mm, Roth, Zugabe von so viel Glasperlen, dass noch ca. 2–3 mm
Flüssigkeit übersteht) erfolgte der Zellaufschluss durch dreimaliges Vortexen für je 1 min bei
maximaler Drehzahl. Zwischenzeitlich wurden die Proben für je 1 min auf Eis abgekühlt. An-
schließend wurde der Zellextrakt abgenommen und die Glasperlen mit 1/100 Volumen Auf-
schlusspuffer I gewaschen. Diese Rohextrakte wurden vereinigt und zum Abtrennen von Zell-
trümmern, nicht aufgeschlossenen Zellen und verbliebenen Glasperlen für 10 min (3000x g,
4 °C) zentrifugiert. Das Pellet der Zentrifugation wurde verworfen, der Überstand (zellfreier
Extrakt, S3) für weitere Untersuchungen verwendet.
Aufschlusspuffer I: 50 mM Tris-HCl (pH7,5), 0,4 % Sorbitol, complete™
2.7.2 Präparation von Gesamtzellextrakten (1. Variante), modifiziert nach Volland et al.
(1994)
Ein 6 OD600 entsprechendes Kulturvolumen wurde bei 16 000x g (13 000 U/min in Tischzen-
trifuge) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml eiskaltem Aufschlusspuffer II ohne PMSF
gewaschen und anschließend in 1 ml Aufschlusspuffer II resuspendiert. Nach der Zugabe von
100 µl 2 N NaOH erfolgte eine 10-minütige Inkubation der Proben auf Eis. Danach wurden
die Proben mit 70 µl 72%iger TCA versetzt, gemischt und erneut für 10 min oder länger auf
Eis inkubiert. Anschließend erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 16 000x g und 4 °C für
10 min. Die Pellets wurden in je 70 µl Probenpuffer II resuspendiert und die Proben danach
10 min bei 40 °C inkubiert. Vor dem Auftragen der Proben auf SDS-Gele wurden unlösliche
Bestandteile durch Zentrifugation bei 16 000x g, für 1 min pelletiert. Vom Überstand wurden
10–15 µl pro Geltasche aufgetragen.
Aufschlusspuffer II: 20 mM Tris-HCl, pH7,6, 2 mM PMSF
Probenpuffer I: 0,25 M Tris-HCl (pH6,8), 8 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 0,01 % (w/v)
Bromphenolblau. Zu 3 Volumina dieser Lösung wurden jeweils frisch 2 Volumina 1 M DTT
zugesetzt.
Probenpuffer II: 630 µl Probenpuffer I (ohne DTT) + 370 µl Aufschlusspuffer I + 500 µl 1 M
Tris + 250 µl 1 M DTT (frisch zugegeben)
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2.7.3 Präparation von Gesamtzellextrakten (2. Variante), modifiziert nach Volland et al.
(1994)
Im Gegensatz zur 1. Variante wurden die Zellen hier nicht in Aufschlusspuffer II überführt,
sondern NaOH gleich zur Kulturflüssigkeit gegeben, womit der Zellaufschluss im Kultivie-
rungsmedium stattfand. Außerdem wurde proportional etwas mehr 2 N NaOH und 72%ige
TCA eingesetzt. Konkret wurde ein Milliliter Kulturflüssigkeit mit einer OD600 von ca. 6 zu
120 µl eiskalter 2 N NaOH gegeben. Die Probe wurde gemischt und 10 min auf Eis inkubiert,
bevor 84 µl 72%ige TCA zugegeben wurden. Die weitere Probenbehandlung erfolgte wie unter
2.7.2 beschrieben.
2.7.4 Zellfraktionierung
Die im Folgenden beschriebene Methode eignet sich zur groben Fraktionierung von Zellen in
Membranfraktionen und die cytosolische Fraktion, nicht jedoch zur Gewinnung bestimmter
subzellulärer Organellen. Alle Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C durchgeführt. Der mit
der unter 2.7.1 beschriebenen Methode gewonnene zellfreie Extrakt (S3) wurde 10 min bei
10 000x g zentrifugiert. Das Pellet (P10), welches Membranen und verbliebene Zelltrümmer
enthält, wurde in einem adäquaten Volumen Aufschlusspuffer I (siehe 2.7.1) aufgenommen,
der Überstand (S10) für 1 h bei 100 000x g zentrifugiert. Der Überstand dieser Zentrifugation
(S100) enthält lösliche cytosolische Komponenten, während sich im Pellet (P100) Membra-
nen und membranassoziierte Bestandteile befinden. Zur Unterscheidung zwischen integralen
und peripheren Membranproteinen wurde das 100 000x g-Pellet (P100) in 3 ml 0,1 M Na2CO3
(pH11,5) resuspendiert und für 1 h inkubiert. Diese Behandlung trennt periphere Membran-
proteine von der Membran ab, so dass diese nach erneuter Ultrazentrifugation bei 220 000x g
im Überstand (S220) gefunden werden, während integrale Membranproteine im Pellet (P220)
verbleiben (Fujiki et al., 1982). Die Proteine der S220- und S100-Fraktion mussten gefällt wer-
den, um eine ausreichend hohe Proteinkonzentration zu erhalten (Proteinfällung siehe 2.7.5).
2.7.5 Proteinfällung
Zum Konzentrieren von Proteinlösungen bzw. zur Entfernung störender Substanzen wurden
Proteine mit TCA gefällt. Dazu wurden zu der zu fällenden Probe 5/31 Volumen 72%ige TCA
(Endkonzentration: 10 % TCA) zugegeben. Danach wurde die Probe für 30 min oder über
Nacht bei −20 °C inkubiert und anschließend bei 16 000x g und 4 °C für 20 min zentrifugiert.
Das Proteinpellet wurde zweimal mit kaltem (−20 °C) 80%igem Aceton gewaschen und an-
schließend in Aufschlusspuffer I (siehe 2.7.1) aufgenommen.
Für kleinere Proteinmengen (≤ 100 µl) wurde auch nach der von Wessel and Flügge (1984)
beschriebenen Methode verfahren.
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2.7.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry et al. (1951)
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proben 1:50 mit 0,1 N NaOH (4 µl Pro-
be + 196 µl 1 N NaOH) verdünnt. Zu den 200 µl verdünnter Probe wurde 1 ml Lösung A zuge-
geben und der Ansatz für mindestens 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 100 µl Lö-
sung B zugegeben wurden. Nach kräftigem Mischen und 30-minütiger Inkubation bei Raum-
temperatur erfolgte die Messung der Extinktionen der Proben bei λ=720 nm gegen einen Leer-
wert (gleich behandelte 0,1 N NaOH). Die Ergebnisse wurden gegen den Pufferwert (Auf-
schlusspuffer I 1:50 in 0,1 N NaOH verdünnt) korrigiert und die Proteinkonzentration anhand
einer mit BSA ermittelten Kalibrierkurve (0,01–0,4 mg/ml) bestimmt.
Lösung A: 49 ml Lösung C (2 % (w/v) Na2CO3 in 0,1 % NaOH) + 0,5 ml Lösung D (1 %
(w/v) CuSO4 x 5 H2O) + 0,5 ml Lösung E (2 % (w/v) Natrium-Kalium-Tartrat), frisch aus
Komponenten angesetzt
Lösung B: 1:1 mit destilliertem Wasser verdünntes Folin-Ciocalteau-Reagenz (kommerziell
erhältlich)
2.7.7 Deglycosylierung
Die zu dephosphorylierende Probe wurde durch Aufschluss der Zellen mit Glasperlen gewon-
nen (vergleiche 2.7.1). 5 µl der zu deglycosylierenden Probe (ca. 25 µg Gesamtprotein) wur-
den mit 5 µl reduziertem Denaturierungspuffer 3 min bei 95 °C inkubiert. Anschließend wur-
den 10 µl Reaktionspuffer und 10 µl (10 Units) N-Glycosidase F (PNGase F) bzw. destilliertes
Wasser im Kontrollansatz zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 3-minütiger
Inkubation mit 6 µl 6x Probenpuffer III bei 95 °C wurden die Proben mittels SDS-PAGE auf-
getrennt und im Western Blot analysiert.
reduzierter Denaturierungspuffer: 160 mM Na-Phosphatpuffer (pH7,4), 1 % SDS, 1,5x
complete™ (1 Tablette pro 33 ml), 1 % β-Mercaptoethanol
Reaktionspuffer: 160 mM Na-Phosphatpuffer (pH7,4), 4,5 % CHAPS, 4,5x complete™ (1 Ta-
blette pro 11 ml)
6x Probenpuffer III: 0,35 M Tris-HCl (pH6,8), 10,28 % (w/v) SDS, 36 % (v/v) Glycerol,
0,012 % Bromphenolblau, 5 % β-Mercaptoethanol (frisch zugegeben)
2.7.8 Behandlung von Zellextrakten mit λ-Protein-Phosphatase
Die zu dephosphorylierende Probe wurde durch Glasperlenaufschluss der Zellen gewonnen
(vergleiche 2.7.1). Zur Dephosphorylierung von Gpr1p wurden pro 50 µg Gesamtprotein im
zellfreien Extrakt ca. 100 Units (0,5 µl) λ-Protein-Phosphatase zugegeben und der Ansatz für
1–2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Dephosphorylierungsreaktion fand in Anwesenheit des
im Kit mitgelieferten Puffers (Reaktionspuffer und MnCl2) statt.
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2.7.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wur-
de nach der Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli (1970) verfahren.
Die Elektrophorese wurde in Mini-, Midi- bzw. Maxi-Apparaturen (PeqLab, Phase bzw. Bio-
metra) durchgeführt. Es wurden 4%ige Sammelgele und in Abhängigkeit von der Größe der
aufzutrennenden Proteine 10–16%ige Trenngele verwendet. In Tabelle 9 ist das Pipettiersche-
ma für je 10 ml einer 12%igen Trenngellösung und einer Sammelgellösung angegeben.
Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit destilliertem Wasser überschichtet. Nach dessen
Polymerisation wurde das Wasser entfernt, das Sammelgel gegossen und der Probenkamm ein-
gesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden die Elektrophoreseapparatur zusam-
mengesetzt, mit 1x Elektrodenpuffer gefüllt und die Probenkämme entfernt. Die Elektropho-
rese erfolgte in Mini- und Midi-Apparaturen bei je 20 mA (Sammelgel) und 30 mA (Trenngel)
pro Gel.
Vor der Auftrennung der durch Glasperlenaufschluss (2.7.1) gewonnenen Proteinextrakte wur-
den diese Proben mit 5/7 Volumen 2,4x Probenpuffer I versetzt und 5 min bei 40 °C inkubiert.
Die Auftrennung der phosphorylierten und dephosphorylierten Formen von Gpr1p erfolgte in
12,5%igen Gelen (1 mm Dicke) im Maxigel Gelelektrophorese-System von Biometra bei einer
Stromstärke von 30 mA pro Gel für das Sammelgel und 55 mA pro Gel für das Trenngel. Es
wurden allerdings die zum Phase PROT-RESOLV MINI-LC Gelelektrophorese-System ge-
hörenden Kämme (21 Taschen) verwendet. Diese Gele wurden während der Elektrophorese
gekühlt (4 °C).
10x Elektrodenpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS
2,4x Probenpuffer I: 0,25 M Tris-HCl (pH6,8), 8 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 0,01 %
(w/v) Bromphenolblau. Zu 3 Volumina dieser Lösung wurden jeweils frisch 2 Volumina 1 M
DTT zugesetzt.
Tabelle 9: Zusammensetzung der Gellösungen für die SDS-PAGE. Für andere Gelvolumina wurde ein
entsprechendes Vielfaches aller Volumina verwendet, für andere Trenngelkonzentrationen wurden die
eingesetzten Volumina der Acrylamid-Lösung und die des Wasser entsprechend angepasst.
Lösung Trenngel Sammelgel Stammlösungen
(12 %) (4 %)
Acrylamid-Lösung: 4 ml 1,3 ml 30 % (w/v) Acrylamid, 0,8 %
(w/v) Bisacrylamid
4x Trenngel-Puffer: 2,5 ml – 1,5 % Tris-HCl, pH8,8
4x Sammelgel-Puffer: – 2,5ml 0,5 M Tris-HCl, pH6,8
SDS-Lösung: 100 µl 100 µl 10 % (w/v) SDS
TEMED: 5 µl 10 µl unverdünnt
Ammoniumpersulfat-Lösung: 50 µl 50 µl 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
destilliertes Wasser: 3,35 ml 6,1 ml
Gesamtvolumen: 10 ml 10 ml
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2.7.10 Western-Blot-Analyse
Für die anschließende immunchemische Analyse wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf
eine PVDF-Membran (Immobilon®-P, 0,45 µm Porendurchmesser, bzw. Immobilon™-PSQ,
0,2 µm Porendurchmesser) im Semi-Dry-Blotverfahren transferiert. Vor dem Transfer wurden
die Gele und die vorher für kurze Zeit in Methanol äquilibrierten PVDF-Membranen 15 min in
Transferpuffer inkubiert. Der Transfer erfolgte für 1–2 h bei 0,8 mA/cm2. Nach dem Transfer
wurden die Membranen mit 1x Ponceau-S-Lösung für ca. 5 min gefärbt und anschließend bis
zum Sichtbarwerden der Proteinbanden mit destilliertem Wasser entfärbt. Die Membranen
wurden anschließend über Nacht mit Blocklösung inkubiert (siehe 2.7.11) oder getrocknet
und bei 4 °C gelagert.
Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 15 % (v/v) Methanol, 0,01 % (w/v) SDS (für
sehr kleine Proteine wurde der Methanolanteil auf 20 % erhöht)
10x Ponceau-S-Lösung: 2 % (w/v) Ponceau-S, 30 % (w/v) TCA, 30 % (w/v) 5-Sulfonsalicyl-
säure-2-hydrat
2.7.11 Immunchemischer Nachweis von geblotteten Proteinen
Die PVDF-Membranen wurden über Nacht bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur in Block-
lösung inkubiert. Nach kurzem Waschen mit Waschpuffer wurden die Membranen für 1 h mit
dem in Blocklösung verdünnten primären Antikörper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer für je 15 min erfolgte die Inkubation mit dem ebenfalls in Blocklösung ver-
dünnten sekundären Antikörper für 30 min. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer (3x
15 min) erfolgte die Detektion unter Verwendung des „ECLPlus Western Blotting Detection
Kits“ nach Herstellerangaben. Die verwendeten Antikörperverdünnungen sind unter 2.2.4 auf
Seite 28 aufgeführt.
Blocklösung: 5 % (w/v) Magermilchpulver in Waschpuffer
Waschpuffer: 20 mM Tris-HCl pH7,6, 137 mM NaCl, 0,1 % Tween 20
2.7.12 Coomassiefärbung von Proteinen
Zur Färbung der Proteine wurden die SDS-Gele für 30 min oder über Nacht in Färbelösung
inkubiert. Die Entfärbung des Hintergrundes erfolgte mit Entfärbelösung (mehrmaliges Wech-
seln der Entfärbelösung), bis Proteinbanden sichtbar wurden.
Färbelösung: 42 % (v/v) Methanol, 17 % (v/v) Essigsäure, 0,05 % Coomassie Brillantblau
G250
Entfärbelösung: 5 % (v/v) Methanol, 5 % (v/v) Essigsäure
2.7.13 Silberfärbung von Proteinen (modifiziert nach Blum et al., 1987)
Die Färbung der Proteine mit Silber wurden die entsprechenden SDS-Gele nach dem in Tabelle
10 dargestellten Schema behandelt.
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Tabelle 10: Protokoll zur Silberfärbung, modifiziert nach Blum et al. (1987).
Zeitregime Lösung
2 h oder über Nacht 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Eisessig
3x 20 min 30 % (v/v) Ethanol
1 min 0,02 % (w/v) Na2S2O3
3x 20 sek. destilliertes Wasser
20 min 0,2 % (w/v) AgNO3
2x 20 sek. destilliertes Wasser
ca. 5 min 3 % (w/v) Na2CO3, 0,05 % (v/v) Formaldehydlösung (37%ig),
0,0004 % (w/v) Na2S2O3
2x 1 min destilliertes Wasser
5 min 0,5 % (w/v) Glycin
30 min destilliertes Wasser
2.7.14 Coimmunpräzipitation
Zur Kopplung des anti-GFP-AK an Protein G-Agarose wurden 50 µl Protein G-Agarose mit
8 µg anti-GFP-Antikörpern und 500 µl Aufschlusspuffer III (+ 1 % NP40) für 2 h bei 4 °C vor-
inkubiert.
Zwischenzeitlich wurden 50 ml Kulturflüssigkeit von PO1d-Transformanden, welche die ge-
wünschten GFP-Fusionsproteine exprimierten, bei 3000x g geerntet, mit 50 ml Aufschlusspuf-
fer III (ohne Proteaseinhibitoren) gewaschen und der zellfreie Extrakt gewonnen (siehe 2.7.1,
hier allerdings im Aufschlusspuffer III). Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe
2.7.6) des zellfreien Extraktes wurden von diesem 500 µl (ca. 750 µg) mit 50 µl Protein G-
Agarose in Anwesenheit von 1 % NP40 für 1 h bei 4 °C vorinkubiert, um unspezifisch binden-
de Proteine zu entfernen. Anschließend wurde die Protein G-Agarose pelletiert (500x g, 5 min,
4 °C) und der Überstand mit der vorbereiteten und nunmehr mit anti-GFP-AK gekoppelten
Protein G-Agarose für 5 h bei 4 °C inkubiert. Nach dem Pelletieren der Protein G-Agarose
erfolgten drei Waschschritte mit je 1 ml Aufschlusspuffer III (+ 1 % NP40) für je 20 min bei
4 °C. Zum Schluss wurden 20 µl 2x SDS-Probenpuffer zugegeben und die Proben 5 min bei
95 °C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE (12%ige Gele) und an-
schließender Silberfärbung (siehe 2.7.13, Verwendung von 5 µl Probe/Geltasche) sowie durch
Westen-Blot-Analyse (siehe 2.7.10, Verwendung von 15 µl Probe/Geltasche).
Aufschlusspuffer III: 50 mM Tris-HCl, pH7,6, 150 mM NaCl, complete™
2x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCl pH6,8, 4 % SDS, 20 % Glycerol, 0,2 % Bromphe-
nolblau, 200 mM DTT (frisch zugegeben)
2.7.15 Expression und Reinigung von in Escherichia coli gebildeten
GST-Fusionsproteinen mittels Affinitätschromatographie
Die Plasmide pGex-4T-3, pGex-nt, und pGex-ct wurden in den E. coli Stamm BL21 transfor-
miert. Je 300 ml LB-Medium + Ampicillin + 2 % Glucose wurden 1:100 aus ÜNK mit den
jeweiligen E. coli BL21-Transformanden beimpft und 2–3 h bei 37 °C kultiviert. Nach dem
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Erreichen einer OD600 von 0,5 wurde die Expression der GST-Fusionsproteine durch Zuga-
be von 0,1 mM IPTG (100 mM SL) induziert. Nach weiterer Kultivierung für 1¾ h wurden
die Zellen geerntet (5 min, 5000x g, 4 °C), das Zellpellet in 10 ml eiskaltem Lysispuffer resus-
pendiert und nach Zugabe von 1 % Triton X-100 (20%ige SL) 30 min auf Eis inkubiert. Die
Lyse der Zellen erfolgte durch sechs Ultraschallpulse von je 30 Sekunden mit einem Bandelin
Sonopuls HD 2070 Ultraschall-Homogenisator. Nach jedem Ultraschallpuls wurden die Pro-
ben für 2 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden nicht aufgeschlossene Zellen bei 3000x g
(5 min, 4 °C) abzentrifugiert, in 10 ml Lysispuffer resuspendiert und nochmals der Ultraschall-
behandlung unterzogen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Überstände vereinigt und
20 min bei 14 000x g (4 °C) zentrifugiert. Der Überstand (20 ml) wurde mit 400 µl vorbereite-
ter GSH-Sepharose® 4B (Pharmacia Biotech) 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die
Sepharose sedimentiert (5 min, 500x g, 4 °C), dreimal mit 2 ml PBS (+ PMSF) gewaschen und
letztendlich in 500 µl PBS (+ PMSF) aufgenommen. Die Expression und Reinigung wurde
durch SDS-PAGE und anschließende Coomassiefärbung überprüft.
Vorbereitung der Sepharose: 250 µl GSH-Sepharose® 4B wurden bei 500x g sedimentiert
(5 min, 4 °C) und 3x mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen. Die gewaschene Sepharose wurde in
400 µl PBS resuspendiert.
Lysispuffer: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na2HPO4, 0,24 g/l KH2PO4, pH7,4, 10 % (v/v)
Glycerol, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSF (frisch zugegeben)
PBS: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na2HPO4, 0,24 g/l KH2PO4, pH-Wert auf 7,4 eingestellt
2.7.16 In vitro-Bindungstest
Der zellfreie Extrakt (S3) von PO1d∆gpr1-Transformanden, die GFP-markierte Gpr1p-Termini
exprimierten, wurde wie unter 2.7.1 beschrieben gewonnen. Allerdings wurde anstelle von
Aufschlusspuffer I Aufschlusspuffer III verwendet. Der zellfreie Extrakt wurde nochmals für
20 min bei 20 000x g und 4 °C zentrifugiert. Entsprechende Mengen des Überstands dieser
Zentrifugation, die 1 mg bzw. 5 mg Protein enthielten, wurden mit Triton X-100 (Endkon-
zentration: 1 %), DTT (Endkonzentration: 1 mM) sowie complete™ versetzt und mit Auf-
schlusspuffer III auf 1 ml aufgefüllt. Diese Lösung wurde zu 15–20 µg Sepharose-gebundenem
GST-Fusionsprotein gegeben und für 2 h unter leichtem Rotieren bei 4 °C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Sepharose-Kügelchen sedimentiert (5 min, 500x g, 4 °C) und dreimal mit 1 ml
Waschpuffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch Inkubation der
Sepharose in 20 µl 2x SDS-Probenpuffer bei 95 °C für 5 min. Die Proben wurden in 12%igen
SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und im Western Blot analysiert.
Aufschlusspuffer III: 50 mM Tris-HCl (pH7,6), 150 mM NaCl, complete™
Waschpuffer: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l Na2HPO4, 0,24 g/l KH2PO4, 0,5 % Triton
X-100, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, pH-Wert auf 7,4 eingestellt
2x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris-HCl pH6,8, 4 % SDS, 20 % Glycerol, 0,2 % Bromphe-
nolblau, 200 mM DTT (frisch zugegeben)
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2.8 Gewinnung von anti-Gpr1p-Antikörpern
2.8.1 Reinigung der Antigene
Die in E. coli BL21 überexprimierten GST-Fusionsproteine (siehe 2.7.15) wurden nach fünf-
minütiger Inkubation mit Probenpuffer I (siehe 2.7.9) bei 95 °C in 12%igen SDS-Gelen (Maxi-
gelapparatur von Biometra, 1 mm Spacer) aufgetrennt. Beim Gießen der Sammelgele wurde
auf den Kamm verzichtet, so dass die Proben (je 50 µl, ca. 750 mg Protein) auf das gesamte
Gel aufgetragen werden konnten. Nach der Elektrophorese (siehe 2.7.9) wurden von den Gelen
zwei laterale, ca. 1 cm breite Streifen abgetrennt und mit Coomassie Brillantblau gefärbt (siehe
2.7.12). Damit war es möglich, die gewünschten Proteine auf den ungefärbten Gelen zu loka-
lisieren. Die Gelstreifen, welche die gewünschten Proteine enthielten, wurden ausgeschnitten
und bei 4 °C gelagert.
Zur Elution der Proteine wurde der BioRad Electro-Eluter Model 422 verwendet. Die Dia-
lysemembranen („green Membrane Caps“) wurden im Vorfeld für mindestens 1 h bei 60 °C
in 1x Elektrodenpuffer konditioniert und luftblasenfrei auf die Glasröhrchen geschoben. Die
Gelstreifen wurden zerkleinert und in die Glasröhrchen gegeben. Die Kammer wurde zusam-
mengesetzt, mit 1x Elektrodenpuffer gefüllt und die Proteine für 8 h bei 8 mA pro Glasröhr-
chen eluiert. Währenddessen wurde der Puffer im unteren Reservoir ständig gerührt, um die
Bildung von Luftblasen an den Dialysemembranen zu verhindern. Um die SDS-Konzentration
im Eluat zu verringern, wurde 45 min vor dem Ende der Elution der Elektrodenpuffer im un-
teren Reservoir gegen 1x Elektrodenpuffer ohne SDS ausgetauscht. Zum Schluss der Elution
wurde die Spannung für ca. 5 min umgepolt, so dass sich in der Dialysemembran festgesetzte
Proteine wieder lösten. Das Eluat wurde direkt aus der Membrankappe entnommen (ca. 400 µl)
und die Dialysemembran mit 200 µl 1x Elektrodenpuffer ohne SDS gespült. Zur Beurteilung
der Konzentration und Reinheit der eluierten Proteine wurden 5 µl des Eluats gemeinsam mit
definierten Mengen BSA in einem SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie Brillantblau ge-
färbt.
10x Elektrodenpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS
2.8.2 Immunisierung von Kaninchen und die Gewinnung der Antiseren
Die Antikörperproduktion erfolgte in vier Kaninchen (Neuseeländer Rasse, männlich), wel-
che im Experimentellen Zentrum der medizinischen Fakultät „Carl Gustav Carus“ der Tech-
nischen Universität Dresden gehalten wurden. Die Immunisierung erfolgte mit je 100 µg bzw.
150 µg GST-NTp (pGex-nt-kodiertes Protein) bzw. GST-CTp (pGex-ct-kodiertes Protein). Da-
zu wurden je 450 µl des Eluats (siehe 2.8.1), welches die entsprechenden Menge des Antigens
enthielt, mit 50 µl 18%iger NaCl Lösung und 500 µl Freund’s inkompletten Adjuvant gemischt
und den Kaninchen in 3–4 Depots à ca. 250 µl subcutan dorsal verabreicht.
Für den Erfolg der Immunisierung ist es wichtig, dass zwischen dem Adjuvant und der An-
tigenlösung eine stabile Wasser-in-Öl Emulsion entsteht. Dazu wurde die Adjuvant-Antigen-
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Emulsion solange gevortext und mit Ultraschall behandelt (ca. 1 min im Ultraschallbad), bis
ein auf eine Wasseroberfläche gegebener Tropfen der Emulsion nicht mehr dispergierte.
Alle Kaninchen wurden je dreimal im Abstand von vier Wochen immunisiert. Zwei Wochen
nach der zweiten Immunisierung sowie 5½ und 8½ Wochen nach der dritten Immunisierung
wurden Antiseren gewonnen. Dazu wurden die Kaninchen mit Ketamin/Xylazin sediert und
nach vorheriger Rasur und Desinfektion des Ohrrückens durch Punktion der großen Ohrvene
8–15 ml Vollblut gewonnen. Das Blut wurde über Nacht bei 4 °C gelagert, um zelluläre Be-
standteile zu sedimentieren. Danach wurde das Serum dekantiert und 10 min bei 3000x g zen-
trifugiert. Der Überstand wurde portioniert und bei −80 °C gelagert. Um aggregierte Antikör-
per zu sedimentieren, wurde das Antiserum vor dem Gebrauch für 15 min bei 16 000x g und
4 °C zentrifugiert und nur der Überstand dieser Zentrifugation verwendet.
2.9 Messung der Acetatakkumulation
Glucose-Minimalmedium (100–200 ml) wurde mit einer Vorkultur der jeweiligen Zellen mit
einer OD600 von 0,3–0,5 angeimpft. Nach ca. 16-stündiger Kultivierung wurden die Zellen
geerntet, zweimal mit eiskaltem Minimalmedium ohne C-Quelle (M) gewaschen und so in M
(pH5,5) resuspendiert, dass die Zelldichte ca. 30 mg Zelltrockenmasse pro ml ergab. Zur Mes-
sung der Acetatakkumulation wurden 30 µl dieser Suspension und 90 µl 1,33x konzentriertes
M mit dem gewünschten pH-Wert (pH5,5 bzw. pH4, bei Verwendung von M mit pH4 ergibt
sich letztendlich ein pH-Wert von 4,4) in Glasröhrchen gemischt und 5 min bei 28 °C inkubiert.
Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 µl [1-14C]-Acetat (25 mM, 3000 dpm/nmol,
pH5,5 bzw. pH4) gestartet. Nach entsprechenden Zeiten wurden 10 µl Probe entnommen, in
10 ml eiskaltes 1x konzentriertes M gegeben und sofort über GF/C-Membranen (Whatman)
filtriert. Die Filter wurden mit 10 ml eiskaltem 1x konzentriertem M gewaschen und in Gefäße
mit Szintillatorflüssigkeit (Rotiszint ecoplus, Roth) überführt. Die Messung der Radioaktivi-
tät erfolgte mit einem „Wallace WinSpectrac Liquid Scintillation Counter“. Die Messwerte
wurden gegen unspezifische 14C-Absorption an die Filter und Zellen korrigiert, die gemes-
sen wurde, indem die Zellen in eiskaltem M verdünnt wurden, bevor 14C-Acetat zugegeben
wurde. Weiterhin wurde die Zelltrockenmasse der Zellsuspensionen bestimmt und die Mess-
werte dazu ins Verhältnis gesetzt. Für 100 µl 14C-Acetat (25 mM, 3000 dpm/nmol) wurden
24,4 µl 0,1 % Acetat mit dem gewünschten pH-Wert, 58,7 µl destilliertes Wasser und 16,9 µl
[1-14C]-Acetat (444 000 dpm/µl, 3,57 nmol/µl) gemischt.
Minimalmedium (M): siehe 2.4.4
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3 Ergebnisse
3.1 Datenbankanalyse der Gpr1p-Sequenz
Um einen Hinweis auf die Funktion von Gpr1p zu bekommen, sollte in Datenbanken nach
möglichen Funktionen Gpr1p-homologer Proteine gesucht werden. Für keines der Gpr1p-Ho-
mologen ist jedoch bisher die genaue Funktion geklärt.1
In der InterPro-Datenbank2 wurden 34 Proteine gefunden, die zur Gpr1-Fun34-YaaH-Protein-
familie gerechnet werden. Einige dieser Einträge betreffen allerdings das gleiche Protein. Die
Mitglieder dieser Proteinfamilie enthalten ca. sechs membranspannende Domänen und wer-
den durch das Motiv N-P-[AV]-P-[LF]-G-L-x-[GSA]-F (Familienmotiv) charakterisiert. Für
die Suche nach weiteren Gpr1p-homologen Proteinen wurden das Fasta-Programm3 (Pearson
and Lipman, 1988) sowie die NCBI-BLAST-Software4 (Altschul et al., 1997) genutzt. Zu-
dem stellte J. Wendland eine Liste von GPR1-Homologen in C. albicans zur Verfügung. Die
Proteinsequenzen dieser Homologen wurden aus der C. albicans-Datenbank5 entnommen. In
der InterPro-Datenbank wird auch ein Protein von Mus musculus als Gpr1p-Homologes an-
gegeben (InterPro I.D.: Q91YQ7), welches allerdings fast keine Homologie zu Gpr1p auf-
weist (vergleiche Alignment in Abbildung 77 ab Seite 156). Die gefundenen zu GPR1- bzw.
Gpr1p-homologen Gene bzw. Proteine (z. T. hypothetisch) und die Organismen, in denen die-
se vorkommen, sind in Tabelle 11 zusammengestellt. Der Prozentsatz von zu Gpr1p iden-
tischen Aminosäuren in diesen Proteinen wurde mit dem BioEdit-Programm (Hall, 1999)
nach dem Alignment der Sequenzen mit dem ClustalX-1.81-Programm (Thompson et al.,
1997) ermittelt. Nicht alle in Tabelle 11 aufgeführten Proteine gehören der Definition nach
zur Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie, da sie wie z. B. die Homologen von Agaricus bisporus,
das Familienmotiv nicht enthalten. Dafür weisen sie aber Homologien in anderen Bereichen
auf (vergleiche Abbildung 5 und Abbildung 77 auf Seite 159).
Tabelle 11: Zu GPR1 bzw. Gpr1p homologe Gene bzw. Proteine. Angegeben sind der Name des Gens,
die Datenbanknummer (InterPro I.D.), der Organismus, in dem das Gen bzw. Protein vorkommt, die
in Abbildung 5 und 77 verwendeten Abkürzungen, die Länge des kodierten Proteins und in der Spalte
„Homologie“ der prozentuale Anteil der zu Gpr1p identischen Aminosäuren. In Klammern angege-
bene Proteingrößen bedeuten, dass nicht die vollständige Proteinsequenz bekannt ist und das Protein









GPR1 Q96VC8 Yarrowia lipolytica Y.lipol. 270 100 %
YCR010c P25613 Saccharomyces cerevisiae S.cer.YCR 283 44,8 %
1Auf die Hypothese von Palková et al. (2002), wonach Gpr1p-homologe Proteine Ammoniumtransporter sind,

















P32907 Saccharomyces cerevisiae S.cer.YNR 282 45,5 %
YDR384c Q12359 Saccharomyces cerevisiae S.cer.YDR 275 26,1 %
AAO32442 Saccharomyces bayanus S.bayanus1 (270) 45,9 %
AAO32443 Saccharomyces bayanus S.bayanus2 (159) 24,6 %
ORF19.1224 AX536924 Candida albicans C.alb.1 285 45,6 %
ORF19.6169 Candida albicans C.alb.2 265 42,1 %
ORF19.2496 AX536958 Candida albicans C.alb.3 265 40 %
ORF19.3441 Candida albicans C.alb.4 263 35 %
ORF19.6997 Candida albicans C.alb.5 280 34,6 %
ORF19.6995 Candida albicans C.alb.6 281 31,8 %
ORF19.3440 Candida albicans C.alb.7 277 31,7 %
ORF19.1572 L04305 Candida albicans C.alb.8 (134) 16,5 %
AAO32541 Saccharomyces castellii S.cast.1 296 46,2 %
AAO32542 Saccharomyces castellii S.cast.2 (124) 20,3 %
AL394375 Zygosaccharomyces rouxii Z.rouxii1 (258) 43,4 %
AL392877 Zygosaccharomyces rouxii Z.rouxii2 (141) 26,1 %
CAD60593 Podospora anserina P.anserina 299 36 %
SPAC5D6 O14201 Schizosaccharomyces pombe S.pombe 304 31,1 %
AL415139 Pichia farinosa P.farinosa 171 28,9 %
AAO32592 Saccharomyces kluyveri S.kluyv.1 (164) 23,5 %
AAO32593 Saccharomyces kluyveri S.kluyv.2 (109) 17,2 %
AF264786 Pichia angusta P.angusta 261 21 %
AL423250 Kluyveromyces marxianus K.marxi. 196 14,8 %
L38770 Pisolithus tinctorius P.tinct. 128 20,8 %
GPR Q8J1I1 Agaricus bisporus A.bisp.1 173 17,2 %
GPR Q8J1J1 Agaricus bisporus A.bisp.2 151 14,6 %
L3561.6 Q9N6G9 Leishmania major L.major1 (303) 18,5 %
L5204.4 Q9N686 Leishmania major L.major2 370 16,7 %
L5204.3 Q9N6I1 Leishmania major L.major3 310 14,5 %
L3561.8 AC125735,
Q8MXL0
Leishmania major L.major4 (478) 7,7 %
AV387568 Chlamydomonas reinhardtii C.reinhar. 67 8,1 %
PM1452 Q9CKZ8 Pasteurella multocida P.mulic. 188 23,6 %
AF351135 Actinobacillus
pleuropneumoniae
A.pleuro. 189 23,2 %
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AAO67743 Salmonella typhimurium S.typhimu. 188 21,8 %
yaaH AE016978 Shigella flexneri S.flexneri 188 22,1 %
yaaH, P28695 Escherichia coli E.coli 188 22,1 %
YPO0467 Q8ZIM8 Yersinia pestis Y.pestis 203 21 %
SO3588 Q8EBD7 Shewanella oneidensis S.oneid. 189 18,9 %
VC0770 Q9KTW0 Vibrio cholerae V.cholerae 197 18,5 %
VP0620 Q87S04 Vibrio parahaemolyticus V.parahaem. 196 18,5 %
VV10416 Q8DF09 Vibrio vulnificus V.vulnif. 197 18,5 %
BA3597 AAP27353 Bacillus anthracis B.anthr. 206 15,2 %
Q9F3V0 Pseudonocardia species Pseudo.sp. 221 13,9 %
SSO2864 Q97UX7 Sulfolobus solfataricus S.solfat. 192 23,2 %
TV1176 Q979I5 Thermoplasma volcanium T.volcan. 203 21,1 %
Ta0420 Q9HL20 Thermoplasma acidophilum T.acido. 201 21 %
MA4008 Q8TIY1 Methanosarcina acetivorans M.aceti.1 201 20 %
MA0103 Q8TUG4 Methanosarcina acetivorans M.aceti.2 224 18,4 %
MA4393 Q9C4R7 Methanosarcina acetivorans M.aceti.3 193 17,6 %
MM0903 Q8PYF9 Methanosarcina mazei M.mazei1 200 20 %
MM1075 Q8PXZ1 Methanosarcina mazei M.mazei2 194 17,6 %
syrB,
MM1390
Q8PX32 Methanosarcina mazei M.mazei3 196 17,6 %
MTH215 O26317 Methanobacterium
thermoautotrophicum
M.thermo. 204 18,9 %
ST0731 Q974C2 Sulfolobus tokodaii S.tokodaii 100 11,8 %
Q91YQ7 Mus musculus (Maus) M.musc. 393 5 %
Wie Tabelle 11 zeigt, finden sich GPR1-homologe Gene insbesondere unter Vertretern der
Ascomyceten (S. cerevisiae, S. bayanus, S. castellii, Z. rouxii, P. anserina, S. pombe, P. fari-
nosa, S. kluyveri, P. angusta und K. marxianus), aber auch bei anderen Pilzen wie C. albicans
(Deuteromyceten), P. tinctorius und A. bisporus (Basidiomyceten). In S. cerevisiae sind drei
Gpr1p-homologe Proteine bekannt, von denen sich Ynr002p (Fun34p) und Ycr010p sehr ähn-
lich (ca. 78 % identische AS) sind. In C. albicans konnten acht GPR1-homologe Gene gefun-
den werden. Unter höheren Eukaryoten sind GPR1-homologe Gene eigentlich nur bei L. major
und C. reinhardtii anzutreffen. Das Gpr1p-homologe Protein von C. reinhardtii hat allerdings
eine sehr kurze Proteinsequenz. In Pflanzen waren keine GPR1-Homologen anzutreffen. Auch
in Vertebraten konnten, mit der Ausnahme des sehr schwach homologen Proteins von M. mus-
culus, keine Homologen identifiziert werden. Weitere GPR1-homologe Gene finden sich vor
allem in gramnegativen Bakterien (z. B. E. coli und V. cholerae), aber auch grampositiven
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Bakterien (B. anthracis, Pseudonocardia species) sowie in vielen Archaebakterien. Bei ei-
nigen der in Tabelle 11 angegebenen Homologen ist nicht klar, ob es sich hierbei nicht um
das gleiche Protein handelt und Unterschiede nur aufgrund verschiedener Datenbankeinträge
auftreten, die wiederum auf z. T. fehlerhaften Sequenzen beruhen. So sind z. B. beide S. ba-
yanus-Proteine bis auf den extremen N-terminalen Teil des N-Terminus identisch. Bei dem in
Tabelle 11 als zweitem angegebenen S. bayanus-Protein wurde zudem wahrscheinlich nicht
der gesamte ORF sequenziert, so dass in der Datenbank ein Teil des C-Terminus nicht angege-
ben ist. Ähnliches trifft auch für die beiden Gpr1p-Homologen von S. castellii zu (vergleiche
Abbildung 77 im Anhang ab Seite 156).
In Abbildung 5 zeigt ein Alignment einiger ausgewählter Gpr1p-homologer Proteine. In Ab-
bildung 77 ab Seite 156 ist ein Alignment aller in Tabelle 11 aufgeführten Gpr1p-homologen
Proteine dargestellt. Eukaryotische Gpr1p-Homologe enthalten N-terminale Sequenzen, wel-
che bei prokaryotischen Gpr1p-homologen Proteinen fehlen. Dieser N-terminale Bereich ist
nicht konserviert und besteht vorwiegend aus hydrophilen Aminosäuren. Die hydrophoben
Bereiche der Gpr1p-homologen Proteine sind stärker konserviert und können potenziell sechs
membranspannende Domänen ausbilden. In fast allen Gpr1p-Homologen sind folgende Berei-






Das Motiv FGGTLN, in dem drei der charakterisierten trans-dominanten GPR1-Mutationen
zu Aminosäureaustauschen führen, ist unter anderem in zwei Gpr1p-Homologen von S. cere-
visiae (Ycr010p und Ynr002p) sowie in drei Gpr1p-homologen Proteinen von C. albicans
vollständig konserviert. Das hier konservierte Motiv (AFGGTLNPG) umfasst eigentlich noch
mehr Aminosäuren. Da jedoch nur bekannt ist, dass der Austausch von Phenylalanin61, Gly-
cin62, Glycin63, Leucin65 oder Asparagin66 zur Essigsäurehypersensitivität führen, ist im Fol-
genden stets nur vom FGGTLN-Motiv die Rede. Die im Gpr1-1p mutierte Aminosäure Gly-
cin248 ist in mehreren Gpr1p-Homologen konserviert – das gesamte, wahrscheinlich für die
Funktion wichtige Motiv YNAYAG (siehe 4.4.1) allerdings nur in zwei S. cerevisiae Gpr1p-
Homologen (Ycr010p und Ynr002p) und in einem Gpr1p-Homologen von C. albicans (ver-
gleiche auch Abbildung 5 und Abbildung 77 ab Seite 156).
Von Palková et al. (2002) wurde zudem eine schwache Homologie Gpr1p-homologer Gene zu
einem potenziellen Ammoniumtransporter aus C. elegans postuliert. Da dieses Protein jedoch
mit keinem der verwendeten Programme zur Homologiesuche als homolog zu Gpr1p angege-
ben wurde und die mögliche Homologie auch nur sehr schwach ist (vergleiche Abbildung 54
auf Seite 132), ist es nicht mit in Tabelle 11 aufgeführt.
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Abbildung 5: Multiples Alignment von ausgewählten Gpr1p-Homologen. Je nach Konservierungsgrad
sind die Aminosäuren rot (sehr hoch konserviert) bzw. blau (hoch konserviert) dargestellt. Aminosäuren
in der Proteinsequenz von Gpr1p (Y.lipol.), deren Austausch Essigsäuresensitivität verursacht, sind gelb
unterlegt. Die Abkürzungen für die jeweiligen Organismen sind in Tabelle 11 ab Seite 57 aufgeführt.
Das Alignment wurde mit Hilfe des ClustalX-1.81-Programmes (Thompson et al., 1997) erstellt.
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Die Gpr1p-Proteinsequenz wurde weiterhin mit dem ScanProsite-Programm1 (Combet et al.,
2000) auf mögliche Modifizierungsstellen untersucht. Dabei wurden einige potenzielle Phos-
phorylierungs- und N-Myristylierungsorte sowie ein N-Glycosylierungsort gefunden (Abbil-
dung 6).
Der potenzielle N-Glycosylierungsort (Consensussequenz: N-x-S/T, x 6= P) findet sich nur in
wenigen anderen Gpr1p-Homologen (z. B. Ynr002p). Hoch konserviert ist dagegen der po-
tenzielle Phosphorylierungsort der PKC T-L-K (Consensussequenz: [S/T]-x-[R/K]). Der an-
dere PKC-Phosphorylierungsort, S-R-K, ist wie auch der Tyrosinkinase-Phosphorylierungsort
(Consensussequenz: [R/K]-x2-[D/E]-x3-Y oder [R/K]-x3-[D/E]-x2-Y) nicht konserviert. Der
Caseinkinase II-Phosphorylierungsort S-Y-N-D (Consensussequenz: [S/T]-x2-[D/E]) ist im
Gpr1p-homologen Protein von S. pombe nachweisbar (hier S-Y-D-D). Ebenso sind in eini-
gen Gpr1p-Homologen potenzielle N-Myristylierungsstellen an ungefähr den gleichen Stellen
wie bei Gpr1p anzutreffen. Keine dieser Orte liegen jedoch in den wirklich hoch konservierten
Bereichen der Gpr1p-Homologen.
Mittels verschiedener, im Internet zur Verfügung stehender Programme wurde die voraus-
sichtliche Topologie von Gpr1p anhand der Aminosäuresequenz ermittelt (Tabelle 12). Die
Topologiemodelle, welche auch eine Aussage über die Lokalisierung der jeweiligen Termini
Abbildung 6: Potenzielle Modifizierungsorte von Gpr1p. Membranspannende Bereiche (basierend auf
TMHMM-Modell, siehe auch Tabelle 12 auf Seite 63) sind grau unterlegt. Aminosäuren, deren Aus-
tausch Essigsäuresensitivität verursacht, sind gelb unterlegt. Unter den Gpr1p-Homologen besonders
konservierte Sequenzen (siehe Seite 60) sind doppelt unterstrichen.
1http://www.expasy.ch/cgi-bin/scanprosite
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und Loops machen, geben dafür, dass sich der N-Terminus auf der cytoplasmatischen Sei-
te der Membran befindet, eine geringere Wahrscheinlichkeit an (z. B. im Fall des TMpred-
Topologiemodells 24 %).
Tabelle 12: Verschiedene Topologiemodelle für Gpr1p. Es sind jeweils die Sequenzen angegeben, wel-
che die Transmembranhelices bilden.
Modell Helix 1 Helix 2 Helix 3 Helix 4 Helix 5 Helix 6
TMHMM1 83–105 110–132 137–155 170–192 199–218 228–250
HMMTOP2 81–100 109–128 137–155 176–194 199–218 227–246
TMpred3füllen
(N-Term außen)
83–100 110–128 137–153 175–195 199–215 227–249
TMpred füllen
(N-Term innen)
80–98 107–125 140–161 175–195 199–217 225–243
SOSUI4 80–102 109–131 134–155 172–194 200–221 226–248
TopPred5 80–100 109–129 135–155 – 197–217 224–244
DAS6(cutoff 1,7) 84–98 110–122 – 176–218 230–243








3.2.1 Vergleich der Acetatakkumulation zwischen dem Wildtyp B204-12C und
GPR1d-Mutantenstämmen
Vergleichende Untersuchungen zur Acetatakkumulation im Wildtypstamm B204-12C und in
den GPR1d-Mutantenstämmen B204-12C-38, B204-12C-112, B204-12C-124 und B204-12C-
156 wurden mit 14C-markiertem Acetat durchgeführt (vergleiche 2.9). Dabei zeigte sich, dass
die GPR1d-Mutantenstämme wesentlich schneller Acetat bzw. Essigsäure akkumulierten als
der Wildtypstamm B204-12C (Abbildung 7). Die GPR1d-Mutantenstämme unterschieden sich
bezüglich der Acetatakkumulation allerdings auch leicht untereinander, die Acetatakkumula-
tions-Kurven von B204-12C-112 und B204-12C-156 sind sich aber sehr ähnlich (vergleiche
Abbildung 7). Im Stamm B204-12C-124 erfolgte die Acetatakkumulation etwas langsamer als
in den anderen GPR1d-Mutantenstämmen. Während sich die Acetatkonzentration im Wildtyp
(B204-12C) stetig, jedoch wesentlich langsamer als in den GPR1d-Mutanten erhöhte, wurde
zumindest in den Stämmen B204-12C-112 und B204-12C-156 bereits ca. 5 min (bei B204-
12C-124 nach ca. 7,5 min) nach der Zugabe von markiertem Acetat die maximale Menge Ace-
tat akkumuliert. In diesen GPR1d-Mutanten erfolgte danach keine wesentliche Nettoaufnahme
von Acetat, so dass davon ausgegangen wird, dass sich hier bereits 5 min nach der 14C-Acetat-
Zugabe ein Gleichgewicht eingestellt hatte.
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Bei pH4,4, wenn Essigsäure hauptsächlich undissoziiert vorliegt (vergleiche Abbildung 1 auf
Seite 3), erfolgte die Essigsäureaufnahme generell schneller, als bei pH5,5. Auch bei diesem
pH-Wert wurde Acetat im Wildtypstamm B204-12C wesentlich langsamer als in der GPR1d-
Mutante B204-12C-156 akkumuliert (Abbildung 8).
Abbildung 7: Acetatakkumulation bei pH5,5. Die Messung der Acetatakkumulation erfolgte wie unter
2.9 beschrieben. Auf der Abszisse ist die Zeit der Probenahme nach Zugabe von 14C-Acetat angegeben.
Die Koordinate zeigt die cpm (counts per minute) korrigiert gegen die Zelltrockenmasse. Graphisch
dargestellt sind Daten von jeweils drei Messungen aus einem repräsentativen Versuch. Andere Versuche
zeigten den gleichen Trend.
Abbildung 8: Acetatakkumulation bei pH4,4. Die Messung der Acetatakkumulation erfolgte wie unter
2.9 beschrieben. Auf der Abszisse ist die Zeit der Probenahme nach Zugabe von 14C-Acetat angegeben.
Die Koordinate zeigt die cpm (counts per minute) korrigiert gegen die Zelltrockenmasse. Graphisch
dargestellt sind Daten von jeweils drei Messungen aus einem repräsentativen Versuch. In weiteren Ver-
suchen wurde der gleiche Trend beobachtet.
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3.2.2 Vergleich der Acetatakkumulation zwischen den Stämmen PO1d und PO1d∆gpr1
Zwischen dem Wildtypstamm PO1d und der GPR1-Deletionsmutante PO1d∆gpr1 konnten
keine wesentlichen Unterschiede bezüglich der Acetat- bzw. Essigsäureakkumulation festge-
stellt werden (Abbildung 9). Auch nach längerer Inkubation in Anwesenheit von 14C-Acetat
traten keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Stämmen auf. Bei der Verwendung
dieser Stämme zeigte sich ebenfalls, dass die Aufnahme von Essigsäure bei niedrigerem pH-
Wert (pH4,4) schneller erfolgte als bei höherem pH-Wert (pH5,5).
Abbildung 9: Vergleich von PO1d und PO1d∆gpr1 bezüglich der Acetatakkumulation bei pH5,5 (A)
und bei pH4,4 (B). Die Messung der Acetatakkumulation erfolgte wie unter 2.9 beschrieben. Auf den
Abszissen sind jeweils die Zeiten der Probenahme nach Zugabe von 14C-Acetat angegeben. Die Koordi-
naten zeigen die cpm (counts per minute) korrigiert gegen die Zelltrockenmasse. Graphisch dargestellt
sind Daten von jeweils drei Messungen aus einem repräsentativen Versuch. In weiteren Versuchen wur-
de der gleiche Trend beobachtet.
3.3 Unterschiede zwischen den Stämmen PO1d und PO1d∆gpr1
Die Deletion von GPR1 führt zu keiner erhöhten Essigsäuresensitivität der GPR1-Deletions-
mutante PO1d∆gpr1 gegenüber dem Wildtypstamm PO1d (Augstein, 2001). In der vorliegen-
den Arbeit sollte untersucht werden, ob es nicht doch leichte Wachstumsunterschiede zwischen
PO1d und PO1d∆gpr1 gibt. Ein beim Vergleich beider Stämme auftretendes Problem war,
dass diese Stämme aufgrund ihrer Leucin-Auxotrophie schlecht in Minimalmedium wuchsen
und so mögliche geringfügige Unterschiede im Wachstum durch diesen Effekt überlagert wer-
den könnten. Auch die Zugabe von Leucin zum Medium kompensierte diesen Effekt nicht
vollständig, da möglicherweise durch die Anwesenheit von Ammoniumionen im Medium die
Aminosäuretransporter inhibiert werden. Aus diesem Grund wurden beide Stämme mit dem
Plasmid pINA237 transformiert, welches das LEU2-Markergen enthält und somit die Leucin-
Auxotrophie aufhebt.
Das Wachstum der Transformanden wurde im Plattentest (Abbildung 10) und in Submers-
kultur (Abbildung 11) verglichen. Dabei zeigte sich, dass PO1d∆gpr1/pINA237 gegenüber
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PO1d/pINA237 etwas schlechter auf Minimalmedium mit Acetat als alleiniger C-Quelle an-
wuchs bzw. eine längere lag-Phase als PO1d/pINA237 aufwies. Keine Unterschiede im Wachs-
tum beider Transformanden konnten dagegen bei der Kultivierung auf bzw. in Medien mit
anderen C-Quellen festgestellt werden. Interessanterweise bewirkte die Zugabe von Acetat zu
den Kulturen beider Transformanden, welche schon auf Acetat gewachsen waren, dieses aber
verbraucht hatten, keine erneute lag-Phase (Abbildung 11).
Abbildung 10: Vergleich des Wachstums von PO1d/pINA237 und PO1d∆gpr1/pINA237 auf Medi-
en mit verschiedenen C-Quellen. Die Zellzahl der in Glucose-Minimalmedium kultivierten Transfor-
manden beider Stämme wurde bestimmt und die angegebenen Zellmengen auf die jeweiligen Platten
aufgetropft. Die Bebrütung der Platten erfolgte bei 28 °C für 24–72 Stunden.
Abbildung 11: Vergleich des Wachstums von PO1d/pINA237 und PO1d∆gpr1/pINA237 in MA-Ura-
(A) und MG-Ura-Flüssigmedium (B). Nach Vorkultivierung wurden die Zellen geerntet, gewaschen
und 50 ml MA-Ura (30 mM Acetat, 40 mg/ml Uracil, pH4) bzw. MG-Ura mit einer OD600 von ca. 0,55
(MA-Ura) bzw. 0,1 (MG-Ura) angeimpft. Das Wachstum der Kulturen über die Zeit (Abszisse) wurde
durch Messung der OD600 (Koordinate) verfolgt. Zu den MA-Ura-Kulturen wurde nach 82 h erneut
Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zugegeben. Graphisch dargestellt sind Daten aus einem repräsenta-
tiven Versuch.
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3.4 Lokalisierung von Gpr1p mittels Zellfraktionierung
Hydrophobizitätsanalysen und Topologievorhersagen (vergleiche Tabelle 12 auf Seite 63), ba-
sierend auf der Aminosäuresequenz von Gpr1p, lassen darauf schließen, dass es sich bei dem
Protein um ein Membranprotein handelt. Mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie konn-
te das Gpr1-GFP-Fusionsprotein in der Plasmamembran lokalisiert werden (Augstein et al.,
2003). Die Membranlokalisierung sollte durch Fraktionierung der Zellextrakte Gpr1-GFPp-
exprimierender Transformanden und anschließenden Western Blot bestätigt werden.
Aufgrund von Promotorstudien war bekannt, dass der GPR1B-Promotor durch Acetat und
Ethanol induziert wird (Augstein, 2001). Es zeigte sich allerdings, dass bei der Kultivie-
rung der Zellen in Ethanol-Minimalmedium schneller eine höhere Expression des Gpr1-GFP-
Fusionsproteins erzielt werden konnte als bei der Verwendung von Acetat-Minimalmedium
(vergleiche auch 3.8).
Daher wurden PO1d/pYLG3-GFP-Transformanden (Expression von Gpr1-GFPp) 2 h in Etha-
nol-Minimalmedium kultiviert, bevor der zellfreie Extrakt gewonnen wurde. Mittels verschie-
dener Zentrifugationsschritte erfolgte anschließend eine Fraktionierung des zellfreien Extrak-
tes in Membranfraktionen und in eine cytosolische Fraktion (siehe 2.7.4). Die Membranfrakti-
on (100 000x g Pellet) wurde außerdem mit 0,1 M Na2CO3-Lösung behandelt. Diese Behand-
lung löst peripher mit Membranen assoziierte Proteine ab (Fujiki et al., 1982). Bei der an-
schließenden Analyse im Western Blot konnte Gpr1-GFPp in allen Membranfraktionen (P10,
P100, P220) nachgewiesen werden. In der cytosolischen Fraktion (S100) und der Fraktion,
die periphere Membranproteine enthält (S220), wurde Gpr1-GFPp demgegenüber kaum de-
tektiert (Abbildung 12). Die Ergebnisse belegen damit eindeutig, dass Gpr1p ein integrales
Membranprotein ist.
Zur Zellfraktionierung wurden später auch Transformanden mit den Plasmiden pTSC1 (ko-
diert für Gpr1–LacZp) und pYLG3-HA (kodiert für Gpr1–3xHAp) verwendet. Die Ergebnisse
konnten hierbei im Prinzip bestätigt werden. Das Gpr1-LacZ-Fusionsprotein scheint allerdings
verstärkt abgebaut zu werden (Abbildung 13).
Abbildung 12: Subzelluläre Lokalisierung von Gpr1-GFPp (Pfeil). PO1d/pYLG3-GFP-Transforman-
den wurden nach zweistündiger Kultivierung in Ethanol-Minimalmedium geerntet, aufgeschlossen (sie-
he 2.7.1) und der zellfreie Extrakt wie unter 2.7.4 beschrieben fraktioniert. Die Analyse der Proben er-
folgte im Western Blot mit anti-GFP-AK. S3: zellfreier Extrakt, S3 K: zellfreier Extrakt der Kontrolle
PO1d/pINA237, P10 und P100: Pellet nach Zentrifugation bei 10 000x g und 100 000x g, S100 Über-
stand nach Zentrifugation bei 100 000x g. Ein Teil des Pellets nach der Zentrifugation bei 100 000x g
wurde zudem für 1 h mit 0,1 M Na2CO3 behandelt und die Probe danach bei 220 000x g zentrifugiert
(P220 bzw. S220 sind Pellet bzw. Überstand dieser Zentrifugation). In allen Spuren wurden gleiche
Proteinmengen aufgetragen. Der MW-Standard in kDa ist angegeben.
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Als später Gpr1p-Antikörper zur Verfügung standen, war eine Prüfung der Lokalisierung ohne
die Verwendung von Tags möglich. Auch hier wurde Gpr1p hauptsächlich in den Membran-
fraktionen detektiert (Abbildung 14).
Insbesondere im Fall der Gpr1–3xHA-Fusion wurden bei der Western-Blot-Analyse spezifi-
sche höhermolekulare Banden sichtbar (vergleiche Abbildung 13B). Um zu überprüfen, ob
diese Banden auf glycosyliertes Gpr1–3xHA-Fusionsprotein zurückzuführen sind, wurden
entsprechende Proben mit PNGase F behandelt. Diese Behandlung resultierte aber in keiner
Deglycosylierung des Proteins, woraus geschlussfolgert wurde, dass Gpr1p nicht glycosyliert
wird. Vielmehr schien das Auftreten höhermolekularer Banden vom verwendeten Probenpuf-
fer abhängig zu sein (Abbildung 15A). Das Auftreten dieser Banden war außerdem von der
Temperatur abhängig, bei der die Proben vor der SDS-PAGE im Probenpuffer inkubiert wur-
den. Wie aus Abbildung 15B hervorgeht, wurden, wenn die Proben bei 40 °C inkubiert worden
Abbildung 13: Subzelluläre Lokalisierung von Gpr1–LacZp (A) und Gpr1–3xHAp (B) (Pfeile). PO1d-
Transformanden mit pTSC1 bzw. pYLG3-HA wurden nach zweistündiger Kultivierung in Ethanol-
Minimalmedium geerntet, aufgeschlossen und die zellfreien Extrakte wie unter 2.7.4 beschrieben frak-
tioniert. Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit anti-β-Galactosidase-AK bzw. anti-HA-
AK. S3: zellfreier Extrakt, S3 K: zellfreier Extrakt der Kontrolle PO1d/pINA237, P10 und P100: Pel-
let nach Zentrifugation bei 10 000x g und 100 000x g, S100: Überstand nach der Zentrifugation bei
100 000x g. P220 und S220: Pellet und Überstand nach Zentrifugation der mit 3 ml 0,1 M Na2CO3 be-
handelten P100-Fraktion. Im Fall der Gpr1–LacZp-haltigen Probe wurde die gesamte P100-Fraktion
mit 0,1 M Na2CO3 behandelt (P100-Fraktion wurde daher nicht analysiert). In allen Spuren wurden
gleiche Proteinmengen aufgetragen. Der MW-Standard in kDa ist angegeben.
Abbildung 14: Subzelluläre Lokalisierung von Gpr1p. PO1d-Zellen wurde nach zweistündiger Kulti-
vierung in Glucose-Minimalmedium (A) bzw. Ethanol-Minimalmedium (B) geerntet, aufgeschlossen
und die zellfreien Extrakte wie unter 2.7.4 beschrieben fraktioniert. Die Analyse der Proben erfolg-
te im Western Blot mit anti-Gpr1-AK. S3: zellfreier Extrakt, S3 K: zellfreier Extrakt der Kontrolle
(PO1d∆gpr1), P10 und P100: Pellet nach Zentrifugation bei 10 000x g und 100 000x g, S100: Über-
stand nach der Zentrifugation bei 100 000x g. P220 und S220: Pellet und Überstand nach Zentrifugati-
on der mit 0,1 M Na2CO3 behandelten P100-Fraktion. In allen Spuren wurden gleiche Proteinmengen
aufgetragen.
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waren, weitere höher- und niedermolekulare Banden sichtbar. Durch Kochen (100 °C) der Pro-
ben im Probenpuffer verschwanden diese Banden, es konnte aber im hochmolekularen Bereich
eine verstärkte Schwärzung des entwickelten Blots beobachtet werden, die höchstwahrschein-
lich durch unspezifische Aggregate, die Membranproteine bei dieser Temperatur bilden kön-
nen, verursacht wurde.
Außerdem wurde vermutet, dass das Fehlen eines Terminators hinter dem ORF von GPR1–
3xHA im Plasmid pYLG3-HA ein Grund für das Auftreten höhermolekularer Banden sein
könnte. Mit anderen, später konstruierten Plasmiden, die einen Terminator hinter dem jewei-
ligen ORF enthielten (z. B. pTSC1/2/3-HA), traten jedoch ebenfalls höhermolekulare Banden
auf.
Abbildung 15: Glycosidase-Behandlung von Gpr1–3xHAp enthaltenden Proteinextrakten (A) und Ab-
hängigkeit des Bandenmusters von der Inkubationstemperatur der Proben im Probenpuffer (B). Die
Pfeile markieren Gpr1–3HAp. A: Zellfreier Extrakt von PO1d∆gpr1/pYLG3-HA (nach zweistündiger
Kultivierung in ME) wurde bei 37 °C für 1 h wie unter 2.7.7 beschrieben mit PNGase F inkubiert (Spur
P). Die in Spur K1 analysierte Probe wurde genauso wie die in Spur P analysierte Probe behandelt,
jedoch ohne PNGase F. Die in Spur K2 aufgetragene Probe wurde mit dem gleichen Puffer wie die
Proben der Spuren P und K1 versetzt, aber nicht bei 37 °C für 1 h inkubiert, sondern in der Zwischen-
zeit auf Eis gelagert. In Spur K3 wurde der entsprechende zellfreie Extrakt, der mit Probenpuffer bei
40 °C inkubiert wurde, aufgetragen. B: Proben verschiedener Fraktionen (H: Gesamtextrakt, S3: zell-
freier Extrakt, P10: 10 000x g-Pellet) von für 2 h auf ME kultivierten PO1d∆gpr1/pYLG3-HA-Zellen
wurden mit Probenpuffer gekocht (100 °C) bzw. bei 40 °C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte
im Western Blot mit anti-HA-AK. Der MW-Standard in kDa ist jeweils links angegeben.
3.5 Ortsspezifische Mutagenese von GPR1 und deren Auswirkungen auf
die Essigsäuresensitivität entsprechender PO1d- und
PO1d∆gpr1-Transformanden
3.5.1 Austausch potenzieller Phosphorylierungsorte im Gpr1p
Wie Sequenzanalysen von Gpr1p zeigten (siehe 3.1), befinden sich in räumlicher Nähe zu dem
Bereich, in dem die Mutationen von GPR1-2, GPR1-3 und GPR1-4 Aminosäureaustausche
bewirken, zwei potenzielle Phosphorylierungsorte, ein PKC-Phosphorylierungsort (Serin74)
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sowie ein Tyrosinkinase-Phosphorylierungsort (Tyrosin58). Da vermutet wurde, dass durch die
Mutationen im Gpr1-2p, Gpr1-3p und Gpr1-4p eine für die Funktion des Proteins wichti-
ge Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung dieser Orte beeinflussen wird, wurde getestet,
inwieweit der Austausch der phosphorylierbaren Aminosäuren phänotypische Auswirkungen
hat. Dazu wurden mittels PCR Mutationen eingefügt, die den Austausch von Serin74 durch
die nicht phosphorylierbaren Aminosäuren Alanin (strukturell ähnlich zu Serin), Histidin,
Glutamin und Asparaginsäure bewirken (Klonierung siehe 2.6.12, Seite 42). Asparaginsäure
könnte aufgrund seiner negativen Ladung eine Phosphorylierung vortäuschen. Die Mutationen,
die zum Austausch von Serin in Alanin und Asparaginsäure führen, wurden zusätzlich in Plas-
miden vorgenommen, die für mutiertes Gpr1p (Gpr1-1p und Gpr1-2p) kodieren. Analog wur-
den Plasmide konstruiert, die für Gpr1p, Gpr1-1p und Gpr1-2p mit durch Phenylalanin (struk-
turell ähnlich zu Tyrosin) bzw. durch Glutaminsäure (Vortäuschung einer Phosphorylierung)
ausgetauschten Tyrosin58 kodieren. Ein Plasmid, welches für Gpr1p mit durch Phenylalanin
ausgetauschten Tyrosin58 kodiert (pYLG3-m58), war bereits von Augstein (2001) konstruiert
worden.
Die konstruierten autonom replizierenden Plasmide wurden in PO1d und PO1d∆gpr1 transfor-
miert und das Wachstum der Transformanden auf Minimalmedium-Platten mit Acetat (pH4),
Acetat/Glucose (pH4) und Glucose (pH5,5) überprüft. Bei keiner dieser Transformanden konn-
ten hierbei Unterschiede bezüglich des Wachstums auf den getesteten C-Quellen gegenüber
den Transformanden festgestellt werden, welche entsprechende Kontrollplasmide (pYLG3,
pYLG2 und pYLG1) enthielten. Die Ergebnisse weisen damit darauf hin, dass die hierbei aus-
getauschten Aminosäuren zumindest unter den getesteten Bedingungen keine Bedeutung als
Phosphorylierungsorte haben (siehe auch 4.4).
Ein getesteter E. coli-Klon enthielt ein Plasmid (pG1-S74H+N66S), welches neben der Mu-
tation, die den Austausch von Serin74 durch Histidin bewirkte, auch eine Mutation aufwies,
welche zum Austausch von Asparagin66 durch Serin führte. PO1d- und PO1d∆gpr1-Transfor-
manden, die dieses Plasmid enthielten, wuchsen nicht auf essigsäurehaltigen Medien.
Da Threonin194 in vielen Gpr1p-Homologen hoch konserviert ist und ebenfalls vom Scan-
Prosite-Programm als potenzieller PKC-Phosphorylierungsort angegeben wird, wurden auch
Plasmide konstruiert, die für Gpr1p, Gpr1-1p und Gpr1-2p kodieren, in denen Threonin194
durch Alanin bzw. Asparaginsäure (Vortäuschung einer Phosphorylierung) ausgetauscht ist
(Klonierung siehe 2.6.12 auf Seite 42). Die Auswirkungen dieser Aminosäureaustausche sind
in Tabelle 13 zusammengestellt. Die Vortäuschung einer Phosphorylierung durch Asparagin-
säure von anstelle von Threonin194 im Gpr1-2p bewirkte die Aufhebung des Essigsäuresensi-
tivität hervorrufenden Effektes von Gpr1-2p. Im Falle von Plasmiden, welche die Mutation von
GPR1-1 enthalten (pG3-T194D), waren nur PO1d∆gpr1-Transformanden essigsäuretolerant,
während PO1d-Transformanden eine leichte Essigsäuresensitivität aufwiesen.
Ein Grund dafür, dass Transformanden mit den Plasmiden pG2-T194D bzw. pG3-T194D, die
für Gpr1-2p bzw. Gpr1-1p mit durch Asparaginsäure ausgetauschten Threonin194 kodieren,
nicht mehr essigsäuresensitiv waren, hätte sein können, dass die entsprechenden Proteine nicht
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Tabelle 13: Auswirkungen der Expression von Gpr1p-Konstrukten mit ausgetauschtem Threonin194 in
entsprechenden PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden auf deren Wachstum auf essigsäurehaltigen
Medien. Die verschiedenen Transformanden wurden auf MG-Ura-Platten ausgestrichen und nach 24-
stündiger Kultivierung auf Minimalmedium-Platten mit Acetat und Acetat/Glucose (sowie Glucose als
Kontrolle) überstempelt. Normales Wachstum (wie Wildtyp) auf essigsäurehaltigen Medien ist durch
+, kein Wachstum durch − gekennzeichnet.
Plasmid Beschreibung Wachstum auf MA(G)-Ura
(kodiertes Protein) PO1d PO1d∆gpr1
pYLG3 Gpr1p + +
pG1-T194A Gpr1p(Thr194Ala) + +
pG1-T194D Gpr1p(Thr194Asp) + +
pYLG2 Gpr1-2p − −
pG2-T194A Gpr1-2p(Thr194Ala) − −
pG2-T194D Gpr1-2p(Thr194Asp) + +
pYLG1 Gpr1-1p − −
pG3-T194A Gpr1-1p(Thr194Ala) − −
pG3-T194D Gpr1-1p(Thr194Asp) (+)† +
pG1-2A Gpr1p(Ser74Ala + Thr194Ala) + +
† wuchs erst nach 120 h an
gebildet bzw. sehr schnell abgebaut oder falsch lokalisiert wurden. Dies konnte jedoch nicht
bestätigt werden, da die jeweiligen Proteine nach der Zellfraktionierung wie WT Gpr1p in
den Membranfraktionen detektierbar waren. Um die Proteine im Western Blot nachzuwei-
sen, wurden sie C-terminal mit 2xHA fusioniert. Interessant war hierbei, dass die Expression
der 2xHA-Fusion von Gpr1-2p(T194A) (pG2-T194A-HA-kodiert) nur noch in PO1d-Trans-
formanden, nicht aber in PO1d∆gpr1-Transformanden Essigsäuresensitivität verursachte (ver-
gleiche Tabelle 15 auf Seite 74). Dieser Effekt wurde auch mit anderen C-terminalen Fusionen
von Gpr1p beobachtet (siehe 3.5.3) und wird unter 4.4 diskutiert.
Von Augstein (2001) wurde postuliert, dass Gpr1p als Sensor für Acetat fungiert, der in Ab-
wesenheit von Essigsäure aktiv ist und Essigsäureadaptationsprozesse hemmt, in Anwesen-
heit von Essigsäure aber deaktiviert wird und damit Essigsäureadaptationsprozesse zulässt.
Mutiertes Gpr1p könnte nach dieser Hypothese nicht mehr deaktiviert werden. Es wurde da-
her angenommen, dass die Phosphorylierung von Threonin194 zur Deaktivierung von Gpr1p
führen könnte, womit Essigsäureadaptationsprozesse ständig aktiv wären. Da in diesem Fall
aber Transformanden mit pG1-T194A essigsäuresensitiv sein müssten (keine Deaktivierung
von Gpr1p möglich), dies aber nicht waren, wurde postuliert, dass es für die Deaktivierung
von Gpr1p genügt, wenn einer der beiden potenziellen PKC-Phosphorylierungsorte (Serin74
und Threonin194) phosphoryliert wird. Der Austausch von Serin74 und Threonin194 im Gpr1p
gegen die nicht phosphorylierbare Aminosäure Alanin würde nach dieser Hypothese zur stän-
digen Aktivierung von Gpr1p führen und Essigsäuresensitivität zur Folge haben. Allerdings
konnte auch dies nicht bestätigt werden. Das Plasmid pG1-2A, welches für Gpr1p mit diesen
Aminosäureaustauschen kodiert, bewirkte nach der Transformation von PO1d und PO1d∆gpr1
keinen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp (vergleiche Tabelle 13).
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In späteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Gpr1p zwar phosphoryliert werden kann,
Threonin194 allerdings nicht die phosphorylierte Aminosäure ist (siehe 3.9).
3.5.2 Deletion des Familienmotivs der Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie im Gpr1p
In fast allen Gpr1p-homologen Proteinen ist das Familienmotiv der Gpr1-Fun34-YaaH-Prote-
infamilie (Consensussequenz: N-P-[AV]-P-[LF]-G-L-x-[GSA]-F) konserviert (vergleiche 3.1).
Um zu testen, inwieweit diese Region für die Funktion von Gpr1p von Bedeutung ist, wurden
Plasmide konstruiert, die für NPAPLGL-deletiertes (N79–L85) Gpr1p, Gpr1-1p, Gpr1-2p oder
Gpr1p mit beiden Mutationen (L65Q + G248D) kodieren (pG1- bis pG4-dNPAPLGL, Klonie-
rung siehe 2.6.12, Seite 46).
Die Plasmide wurden in PO1d und PO1d∆gpr1 transformiert und das Wachstum der Trans-
formanden auf verschiedenen Medien getestet. Alle Transformanden, auch jene, die mutier-
tes NPAPLGL-deletiertes Gpr1p exprimierten, waren in der Lage, auf den getesteten Medien
(MG-Ura, MGA-Ura, MA-Ura) zu wachsen.
Um auszuschließen, dass dieser Effekt nicht durch ein Ausbleiben der Expression (bzw. durch
verstärkten Abbau) der NPAPLGL-deletierten Gpr1p erfolgte, sollten diese im Western Blot
nachgewiesen werden. Wie Abbildung 16 zeigt konnten NPAPLGL-deletiertes Gpr1p und
Gpr1-2p im Western Blot nachgewiesen werden. Später erfolgte noch eine genauere Unter-
suchung NPAPLGL-deletierter Gpr1p mittels Western-Blot-Analyse (siehe 3.9.5).
Abbildung 16: Nachweis von NPAPLGL-deletierten Gpr1p-Konstrukten. Zu 3 h auf Glucose-Mini-
malmedium kultivierten PO1d∆gpr1-Transformanden mit den Plasmiden pG1-dNPAPLGL (kodiert für
NPAPLGL-deletiertes Gpr1p) bzw. pG2-dNPAPLGL (kodiert für NPAPLGL-deletiertes Gpr1-2p) wur-
de Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zugegeben. Zellen wurden nach dreistündiger Kultivierung in
Glucose-Minimalmedium (G) und 30 min nach der Zugabe von Acetat zu den Kulturen (A) geerntet
und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. PO1d∆gpr1 wurde als Negativkontrolle (K) verwen-
det. Der Nachweis der Proteine erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
3.5.3 C-terminale Deletionen und C-terminale Fusionen von Gpr1p
Von Augstein (2001) wurde unter anderem getestet, inwieweit die vollständige oder teilweise
Deletion des hydrophilen N-Terminus von Gpr1p Auswirkungen auf das Wachstum entspre-
chender Transformanden hat. Hierbei zeigte sich, dass der Mutantenphänotyp (Essigsäure-
sensitivität von Transformanden) auch auftrat, wenn der N-Terminus nahezu vollständig de-
letiert wurde (siehe auch 1.6.8). Dies legte die Vermutung nahe, dass im N-Terminus keine
Signalsequenzen vorkommen, die für die korrekte Lokalisierung des Proteins wichtig sind. Es
sollte daher untersucht werden, inwieweit der ebenfalls hydrophile Teil des C-Terminus für
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die Funktion des Proteins von Bedeutung ist. Dazu wurden Plasmide konstruiert, die für C-
terminal verkürztes Gpr1p kodieren (Klonierung siehe 2.6.12 auf Seite 46). Diese Plasmide
wurden in PO1d und PO1d∆gpr1 transformiert und das Wachstum der Transformanden auf
MA-Ura, MAG-Ura und MG-Ura getestet. Alle Transformanden konnten auf MG-Ura wach-
sen. Das Wachstum der Transformanden auf MA-Ura und MAG-Ura ist in Tabelle 14 darge-
stellt. Die Ergebnisse werden unter 4.4 diskutiert.
Bevor Antikörper gegen Gpr1p zur Verfügung standen, wurde das Protein C-terminal mit GFP
oder dem HA-Tag markiert, um es immunologisch nachzuweisen. Zur Überprüfung, inwieweit
die Funktion von Gpr1p durch diese Tags beeinträchtigt wird, wurden Gpr1-2p und Gpr1-1p
mit dem HA-Tag (2xHA) und Gpr1-2p mit GFP fusioniert und getestet, ob diese Konstrukte
weiterhin Essigsäuresensitivität verursachen. Wie Tabelle 15 zeigt, war dies bei entsprechen-
den PO1d-Transformanden weitgehend der Fall. PO1d∆gpr1-Transformanden waren jedoch
Tabelle 14: Wachstum von PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden mit Plasmiden, die für C-terminal
verkürzte bzw. YNAYA-deletierte Gpr1p-Konstrukte kodieren auf essigsäurehaltigen Medien nach Kul-
tivierung für 72 h und 120 h bei 28 °C. Die entsprechenden Transformanden wurden nach 24-stündi-
ger Bebrütung auf MG-Ura-Platten auf Minimalmedium-Platten mit Acetat und Acetat/Glucose (sowie
Glucose als Kontrolle) überstempelt. Die Anzahl der + gibt die Stärke des Wachstums an. Dabei bedeu-
tet +++, dass diese Transformanden ebenso gut wie mit pYLG3 transformierte Zellen auf essigsäure-
haltigen Medien wuchsen. Wurde kein Wachstum festgestellt, ist dies durch − gekennzeichnet.
Plasmid Beschreibung Wachstum auf MA(G)-Ura
(kodiertes Protein) PO1d PO1d∆gpr1
72 h 120 h 72 h 120 h
Kontrollplasmide
pYLG3 Gpr1p (WT) +++ +++ +++ +++
pYLG2 Gpr1-2p − − − −
pYLG1 Gpr1-1p − − − −
C-terminale Verkürzungen
pG1-P265 Gpr1p–M1–P265 ++ +++ +++ +++
pG1-Y256 Gpr1p–M1–Y256 ++ +++ +++ +++
pG1-A247 Gpr1p–M1–A247 + ++ +++ +++
pG1-F242 Gpr1p–M1–F242 +++ +++ +++ +++
pG1-dYNAYA Gpr1p–dYNAYA +++ +++ +++ +++
pG2-P265 Gpr1-2p–M1–P265 − − +++ ( 35)† +++ ( 35)†
− ( 25) − ( 25)
pG2-Y256 Gpr1-2p–M1–Y256 − − +++ +++
pG2-A247 Gpr1-2p–M1–A247 − − +++ +++
pG2-F242 Gpr1-2p–M1–F242 +++ +++ +++ +++
pG2-dYNAYA Gpr1-2p–dYNAYA +++ +++ +++ +++
pG3-P265 Gpr1-1p–M1–P265 − − − −
pG3-Y256 Gpr1-1p–M1–Y256 − − +++ +++
pG3-N251 Gpr1-1p–M1–N251 − − +++ +++
pG3-D248 Gpr1-1p–M1–D248 − + +++ +++
† bedeutet, dass 3 von 5 Transformanden wuchsen, die anderen 2 wuchsen nicht
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nicht mehr essigsäuresensitiv. Die Auswirkungen C-terminaler Fusionen von Gpr1p sind dem-
nach denen der C-terminalen Verkürzungen ähnlich.
Die Ergebnisse, dass C-terminal verkürztes oder fusioniertes und gleichzeitig mutiertes Gpr1p
Essigsäuresensitivität nur in PO1d-Transformanden bewirkte, lassen darauf schließen, dass
die chromosomale Kopie des unveränderten GPR1-Gens im Stamm PO1d für die Wirkung
des mutierten, aber C-terminal veränderten Gpr1p notwendig ist. Das würde bedeuten, dass
es zur Wechselwirkung zwischen beiden Gpr1-Proteinen, dem chromosomal kodierten WT
Gpr1p und dem C-terminal veränderten Gpr1p, kommt. Ausgehend davon wurde postuliert,
dass Gpr1p Dimere bzw. Oligomere bildet.
Nachdem anti-Gpr1-AK zur Verfügung standen, konnten die C-terminal verkürzten Gpr1p-
Konstrukte auch im Western Blot nachgewiesen werden (siehe 3.9.6).
Tabelle 15: Auswirkungen der Expression C-terminal fusionierter Gpr1p-Konstrukte auf das Wachstum
jeweiliger PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden auf essigsäurehaltigen Medien nach deren Kultivie-
rung für 72 h und 120 h bei 28 °C. Die entsprechenden Transformanden wurden nach 24-stündiger Be-
brütung auf MG-Ura-Platten auf Minimalmedium-Platten mit Acetat und Acetat/Glucose (sowie Glu-
cose als Kontrolle) überstempelt. Die Anzahl der + gibt die Stärke des Wachstums an. Dabei bedeutet
+++, dass diese Transformanden ebenso gut wie mit pYLG3 transformierte Zellen auf essigsäurehalti-
gem Medium wuchsen. Wurde kein Wachstum festgestellt, ist dies durch − gekennzeichnet.
Plasmid Beschreibung Wachstum auf MA(G)-Ura
(kodiertes Protein) PO1d PO1d∆gpr1
72 h 120 h 72 h 120 h
pYLG3-GFP Gpr1p–GFP +++ +++ +++ +++
pYLG2-GFP Gpr1-2p–GFP − ++ +++ +++
pTSC1-HA Gpr1p–2xHA +++ +++ +++ +++
pTSC2-HA Gpr1-2p–2xHA − − +++ +++
pTSC3-HA Gpr1-1p–2xHA − − +++ ( 23)† +++ ( 23)†
− ( 13) − ( 13)
pTSC3-HA-1 Gpr1-1p–ADP273‡ − − − −
pTSC3-HA-2 Gpr1-1p–1x HA +
14 Aminosäuren‡
− − − −
pG1-T194A-HA Gpr1p(T194A)–HA +++ +++ +++ +++
pG2-T194A-HA Gpr1-2p(T194A)–HA − − +++ +++
pG1-T194D-HA Gpr1p(T194D)–HA +++ +++ +++ +++
pG2-T194D-HA Gpr1-2p(T194D)–HA +++ +++ +++ +++
† bedeutet, dass 2 von 3 Transformanden wuchsen und eine nicht
‡ für nähere Erläuterung siehe Tabelle 8 auf Seite 45
3.5.4 Einfluss weiterer Modifikationen von Gpr1p auf das Wachstum entsprechender
Transformanden
Da C-terminale Fusionen von Gpr1p die Funktionalität von Gpr1p zu beeinträchtigen scheinen
(siehe 3.5.3), sollte untersucht werden, inwieweit intern markiertes bzw. N-terminal fusionier-
tes Gpr1p funktionell ist.
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Zur internen Markierung von Gpr1p wurden die Plasmide pG1-Myc, pG1-HA bzw. pG2-Myc
und pG2-HA konstruiert, die für Gpr1p (pG1-Plasmide) bzw. Gpr1-2p (pG2-Plasmide) kodie-
ren, welche den c-myc- bzw. den HA-Tag im dritten Loop (nach Asparaginsäure164) enthalten
(Klonierung siehe 2.6.12, Seite 45). Der Nachweis der durch diese Plasmide kodierten Proteine
im Western Blot ist in Abbildung 17 dargestellt.
Transformanden, welche im dritten Loop markiertes Gpr1-2p exprimierten, waren jedoch nicht
essigsäurehypersensitiv, wie bei normaler Funktionalität von Gpr1-2p zu erwarten gewesen
wäre. PO1d-Transformanden zeigten hier, ähnlich den C-terminal verkürztes bzw. fusionier-
tes Gpr1-2p exprimierenden PO1d-Transformanden, eine höhere Essigsäuresensitivität als die
entsprechenden PO1d∆gpr1-Transformanden (Tabelle 16).
In Tabelle 16 sind außerdem die Einflüsse weiterer Veränderungen der Gpr1p-Sequenz zu-
sammengestellt. Diese Daten zeigen auch, dass eine Verlängerung des N-Terminus um weni-
ge Aminosäuren die Funktion von Gpr1p wahrscheinlich nicht einschränkt, da auch bei dem
durch pYLG4-F61L kodierten Protein der Austausch von Phenylalanin61 durch Leucin zur
Essigsäuresensitivität führte.
N-terminal sollte Gpr1p mit GST fusioniert werden. Diese und daraus abgeleitete Konstrukte
sollten später auch für Untersuchungen zur Identifikation von Gpr1-Wechselwirkungspartnern
und zur Reinigung von Gpr1p über GSH-Sepharose zum Einsatz kommen. In Transformanden,
welche die dafür konstruierten Plasmide (pYLGG1 und pYLGG2, Klonierung siehe 2.6.12 auf
Seite 44) enthielten, war jedoch kein Nachweis der durch diese Plasmide kodierten Gpr1p-
Konstrukte im Western Blot möglich.
Diese Plasmide, mit denen keine Expression der gewünschten Proteine erfolgte, wiesen kei-
ne Fehler in ihrer Sequenz auf. Auch mit Plasmiden weiterer E. coli-Klone (die ebenfalls
pYLGG1 bzw. pYLGG2 enthielten) sowie mit weiteren PO1d- und PO1d∆gpr1-Transfor-
manden konnte keine Expression der jeweiligen Proteine erzielt werden. Um zu verstehen,
warum mit diesen Plasmiden keine Expression der gewünschten Proteine stattfand, wurden
weitere Plasmide konstruiert, die für verschiedene GST-Fusionsproteine kodierten (pYL-Gst,
pYL-GST-GFP und pYLGnt-GST-GFP, Klonierung siehe 2.6.12, Seite 44). Keines der durch
diese Plasmide kodierten Proteine konnte jedoch im Western Blot nachgewiesen werden. Im
Abbildung 17: Nachweis von Gpr1p und Gpr1-2p, welche im dritten Loop (nach Asparaginsäure164)
mit dem c-myc-Epitop (Pfeil 1) bzw. dem HA-Epitop (Pfeil 2) markiert sind, im Western Blot mit
anti-c-myc-AK (A) und anti-HA-AK (B). ÜNK von PO1d-Transformanden mit den entsprechenden
Plasmiden wurden in Ethanol-Minimalmedium umgesetzt. Die Proben wurden nach ein- und vierstün-
diger Kultivierung in ME-Ura entnommen (in Spur 0h wurde der Zellextrakt der ÜNK aufgetragen)
und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. Als Kontrolle (K) dienten PO1d-Transformanden mit
Kontrollplasmiden. Der MW-Standard in kDa ist links angegeben.
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Tabelle 16: Einfluss verschiedener Modifikationen der Gpr1p-Proteinsequenz auf die Essigsäuresensi-
tivität entsprechender PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden. Die jeweiligen Transformanden wurden
nach 24-stündiger Bebrütung auf MG-Ura-Platten auf Minimalmedium-Platten mit Acetat und Ace-
tat/Glucose (sowie Glucose als Kontrolle) überstempelt und weiter bei 28 °C bebrütet. Die Anzahl der
+ gibt die Stärke des Wachstums an. Dabei bedeutet +++, dass diese Transformanden ebenso gut wie
mit pYLG3 transformierte Zellen auf essigsäurehaltigen Medien wuchsen. Wurde kein Wachstum fest-
gestellt, ist dies durch − gekennzeichnet.
Plasmid Beschreibung (kodiertes Protein) Wachstum auf MA(G)-Ura
PO1d PO1d∆gpr1
pG1-HA Gpr1p mit HA im dritten Loop +++ +++
pG2-HA Gpr1-2p mit HA im dritten Loop + +++
pG1-Myc Gpr1p mit c-myc im dritten Loop +++ +++
pG2-Myc Gpr1-2p mit c-myc im dritten Loop + +++
pYLG4 N-terminal um 8 AS verlängertes
Gpr1p†
+++ +++
pYLG4-F61L wie pYLG5 + Phe61Leu − −
pG1-S74H+N66S Gpr1p(Ser74His + Asn66Ser)‡ − −
† N-terminale Proteinsequenz in Abbildung 44B auf Seite 98
‡ der alleinige Austausch von Ser74 durch His hatte keine Auswirkungen
Fall von pYL-GST-GFP und pYLGnt-GST-GFP war das entsprechende Genprodukt auch
nicht mit anti-GFP-AK detektierbar. Zur Überprüfung, ob in den Y. lipolytica-Transformanden
eine Veränderung der Plasmide stattfand, wurde das Plasmid pYLGG1 aus PO1d reisoliert.
Nach Restriktionsspaltung konnten jedoch keine Unterschiede im Bandenmuster gegenüber
dem ursprünglichen (nicht transformierten) Plasmid nachgewiesen werden.
Weiterhin sollte überprüft werden, ob eine Expression des GST-Gpr1-Fusionsproteins in S. ce-
revisiae möglich ist. Dazu wurde die Sequenz des GST-GPR1-ORF der Plasmide pYLGG1
und pYLGG2 in den S. cerevisiae-Vektor p426Met25 ligiert (Konstruktion der Plasmide
p426Met25-GG1 und p426Met25-GG21, Klonierung siehe 2.6.12 auf Seite 44). Beide GST-
Gpr1-Fusionsproteine konnten in S. cerevisiae DBY747 exprimiert werden. Das Protein, wel-
ches von p426Met25-GG2 (kodiert für GST-Gpr1-F61Lp) kodiert wird, wurde jedoch in viel
geringerer Konzentration als das von p426Met-GG1 kodierte Protein nachgewiesen (Abbil-
dung 18).
Der Austausch von Phenylalanin61 durch Leucin im Gpr1p (Plasmid pYLG4-F61L) verur-
sachte in Y. lipolytica-Transformanden Essigsäuresensitivität (siehe Tabelle 16). Es wurde da-
her überprüft, ob auch p426Met25-GG2-Transformanden von S. cerevisiae essigsäuresensitiv
sind. Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, wiesen diese Transformanden insbesondere bei pH4
und pH5,5 ein schwächeres Wachstum auf als die anderen beiden Transformanden. Dieser Ef-
fekt wurde durch undissoziierte Essigsäure verursacht, da er bei pH6,5 (hier ist Essigsäure fast
vollständig dissoziiert) nicht in diesem Maße beobachtet werden konnte.
1Die durch diese Plasmide kodierten Proteine sind allerdings gegenüber den durch pYLGG1 bzw. pYLGG2 ko-
dierten Proteinen N-terminal drei Aminosäuren kürzer.
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Abbildung 18: Nachweis von in S. cerevisiae exprimierten GST-Gpr1-Fusionsproteinen (Pfeil). Ein
6 OD600 entsprechendes Kulturvolumen von ÜNK von je drei verschiedenen DBY747-Transforman-
den mit den angegebenen Plasmiden (1–3, Plasmide von drei verschiedenen E. coli-Klonen wur-
den zur Transformation verwendet) wurden geerntet und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlos-
sen. Die Analyse erfolgte im Western Blot mit anti-GST-AK. Als Kontrolle wurde der Zellextrakt von
DBY747/p426Met25 verwendet (K). Der MW-Standard in kDa ist angegeben.
Abbildung 19: Wachstum von S. cerevisiae-Transformanden mit p426Met25 (1), p426Met25-GG1 (2)
und p426Met25-GG2 (3) auf essigsäurehaltigen Medien. Die jeweiligen Transformanden wurden auf
Glucose-Minimalmedium kultiviert und nach dem Anwachsen auf Minimalmedium-Platten mit Gluco-
se (Glu) sowie Glucose und 30 mM Acetat (Glu + Acetat) mit unterschiedlichen pH-Werten überstem-
pelt. Das Wachstum der Transformanden bei 28 °C wurde verfolgt und nach 24 h und 72 h dokumentiert.
3.6 Untersuchungen zur Identifizierung von Wechselwirkungspartnern
von Gpr1p
3.6.1 Untersuchungen zur Identifizierung von Gpr1p-Wechselwirkungspartnern mittels
Coimmunpräzipitation
Bisherige Hypothesen gehen davon aus, dass Gpr1p Teil einer Signaltransduktionskette ist,
welche Essigsäureadaptationsprozesse reguliert. Die Identifizierung anderer Proteine, mit de-
nen Gpr1p zur Signalübertragung in Wechselwirkung tritt, ist daher von großem Interesse.
Zunächst sollte versucht werden, mögliche Wechselwirkungspartner mit Hilfe der Coimmun-
präzipitation nachzuweisen. Konkret sollte dies durch Präzipitation von Gpr1-GFP-Fusions-
protein mit Protein G-Agarose gekoppelten anti-GFP-AK erfolgen. Gpr1p-assoziierte und da-
durch copräzipitierte Proteine würden im SDS-Gel als zusätzliche Banden detektiert werden
und könnten später genauer charakterisiert werden.
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Aufgrund des hydrophoben Charakters von Gpr1p könnten jedoch viele Proteine unspezifisch
über hydrophobe Wechselwirkungen an Gpr1p binden. Um dies zu verhindern, wurden Plas-
mide konstruiert, mit denen unter Kontrolle des GPR1B-Promotors ausschließlich die hydro-
philen Teile des N-Terminus (pYLGnt-GFP) und des C-Terminus (pYLGct-GFP), C-terminal
mit GFP fusioniert, exprimiert werden konnten. Um Wechselwirkungen zu erkennen, die über
den GFP-Anteil dieser Fusionsproteine vermittelt werden könnten, wurde außerdem ein Plas-
mid konstruiert, welches die Expression von GFP unter Kontrolle des GPR1B-Promotors be-
wirkt. Die Klonierung dieser Plasmide ist unter 2.6.12 auf Seite 43 erläutert.
Zellfreie Extrakte von PO1d-Transformanden, in denen die entsprechenden Gpr1p-Termini als
GFP-Fusionen exprimiert worden waren, wurden für die Coimmunpräzipitation mit anti-GFP-
AK gekoppelter Protein G-Agarose eingesetzt.
Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, gelang die Präzipitation der GFP-Fusionsproteine mit dem
N- und C-terminalen Teil von Gpr1p. Allerdings konnten in dem mit Silber gefärbten Gel
keine zusätzlichen Banden von spezifischen copräzipitierten Proteinen detektiert werden, die
nicht auch in den Kontrollen auftraten.
Abbildung 20: Immunpräzipitation von GFP-Fusionen des N- und C-Terminus von Gpr1p mit Pro-
tein G-Agarose-gekoppelten anti-GFP-AK. Für die Coimmunpräzipitation wurde zellfreier Extrakt
von PO1d-Transformanden mit den Plasmiden pYLGnt-GFP (NT-GFP), pYLGct-GFP (CT-GFP),
pYLGP-GFP (GFP) und pYLG3 (K) eingesetzt. Die Transformanden wurden zur Induktion der Expres-
sion der gewünschten Proteine zuvor für 2 h in ME-Ura kultiviert. Die Immunpräzipitation erfolgte wie
unter 2.7.14 beschrieben mit Protein G-Agarose-gekoppelten anti-GFP-AK. Anschließend wurden die
an Protein G-Agarose gebundenen Proteine in zwei SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Die Protei-
ne des einen Gels wurden mit Silber gefärbt (A), die Proteine des anderen Gels wurden auf eine PVDF-
Membran geblottet und die Proben mit anti-GFP-AK analysiert (B). Die durch die von pYLGnt-GFP
und pYLGct-GFP kodierten Proteine waren im Western Blot und auch nach der Silberfärbung nach-
weisbar (Pfeile). Weiterhin wurde der anti-GFP-AK detektiert (LK: leichte Kette, SK: schwere Kette).
Die Bande des von pYLGP-GFP kodierten Proteins konnte nicht detektiert werden, da sie wahrschein-
lich durch die vom anti-GFP-AK hervorgerufenen Banden überdeckt wurde. In der mit M markierten
Bahn wurde ein MW-Standard aufgetragen (MW in kDa).
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Die verwendeten Plasmide (pYLGnt-GFP und pYLGct-GFP) kodieren für Fusionsproteine, in
denen der GFP-Anteil recht groß gegenüber dem der Gpr1p-Termini ist, wodurch mögliche
Wechselwirkungen zwischen den Gpr1p-Termini gestört werden könnten. Es wurden daher
auch Plasmide konstruiert, die für Proteine kodieren, welche statt GFP den wesentlich klei-
neren 2fachen HA-Tag enthielten (pYLGnt-HA, pYLGct-HA, pYLGP-HA, Klonierung siehe
2.6.12, Seite 43). Allerdings erfolgte mit den Plasmiden pYLGct-HA und pYLGP-HA keine
detektierbare Expression der gewünschten Proteine. Diese konnten auch dann nicht im Wes-
tern Blot nachgewiesen werden, wenn der Transfer der Proteine auf die für sehr kleine Proteine
geeignete Immobilon™-PSQ PVDF-Membran erfolgte.
Somit konnten mit dieser Methode keine Wechselwirkungspartner von Gpr1p identifiziert wer-
den.
3.6.2 Untersuchungen zum Nachweis von Gpr1p-Gpr1p-Wechselwirkungen mittels
Coimmunpräzipitation
Aufgrund der unterschiedlichen Essigsäuresensitivität von PO1d- und PO1d∆gpr1-Transfor-
manden, die C-terminal verkürztes bzw. C-terminal fusioniertes Gpr1-2p (oder Gpr1-1p) ex-
primierten, konnte vermutet werden, dass Gpr1p Di- bzw. Oligomere bildet (siehe 3.5.3). Dies
sollte durch Coimmunpräzipitation verifiziert werden. Es wurden deshalb Plasmide konstru-
iert, in denen der N- und C-Terminus von Gpr1p mit jeweils zwei verschiedenen Tags (HA
und GFP) markiert wurde. Die für die HA-Fusionen kodierenden Plasmide enthalten das Au-
xotrophiemarkergen URA3, während in den für die GFP-Fusionen kodierenden Plasmiden das
Auxotrophiemarkergen LEU2 enthalten ist. Dies ermöglichte eine Transformation beider Plas-
mide in PO1d. Würde eine Wechselwirkung zwischen einem GFP- und einem HA-markierten
Gpr1p-Terminus stattfinden, könnte nach der Immunpräzipitation von einem GFP-markierten
Gpr1p-Terminus mit Protein G-Agarose-gekoppelten anti-GFP-AK ein möglicherweise wech-
selwirkender HA-markierter Gpr1p-Terminus mit Hilfe von anti-HA-AK nachgewiesen wer-
den.
Ein Modell für eine Wirkungsweise von Gpr1p (siehe 4.4.1) geht davon aus, dass ein „freier“
(nicht fusionierter oder verkürzter) C-Terminus für die Funktion des Proteins von Bedeutung
ist (vergleiche 4.4.2). Daher wurden Plasmide konstruiert, die für Gpr1p-C-Termini kodie-
ren, welche N-terminal mit GFP bzw. dem HA-Tag (2xHA) fusioniert sind (p443Hact bzw.
pYLGFPct). Der hydrophile Teil des N-Terminus von Gpr1p sollte dagegen C-terminal mit
dem HA-Tag (2xHA) bzw. mit GFP markiert werden (p443nt-HA, pYLGnt-GFP). Weiterhin
wurden Plasmide konstruiert, mit denen nur der HA-Tag (2xHA) bzw. GFP unter Kontrolle des
GPR1B-Promotors exprimiert werden sollten (p443HA, pYLGP-GFP). Die Klonierung dieser
Plasmide ist unter 2.6.12 ab Seite 43 beschrieben.
Allerdings konnten die durch die Plasmide p443HA (2xHAp), p443Hact (2xHA-CTp) und
pYLGFPct (GFP-CTp) kodierten Proteine nicht mittels Western-Blot-Analyse detektiert wer-
den. Auch das durch p443nt-HA kodierte Protein war nur als sehr schwache Bande nachzuwei-
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sen. Die Verwendung von Immobilon™ PSQ-Membranen, welche auch sehr kleine Proteine
binden, brachte ebenfalls keinen Erfolg.
Warum kein Nachweis all dieser Proteine möglich war, ist nicht geklärt. Wahrscheinlich un-
terliegen sie einem sehr schnellen Abbau.
Damit war die Überprüfung der Gpr1p-Gpr1p-Wechselwirkungen durch Coimmunpräzipita-
tion nicht durchführbar.
3.6.3 Untersuchungen zum Nachweis der Gpr1p-Gpr1p-Wechselwirkungen durch einen
in vitro-Bindungstest
In diesem Versuch sollten die Gpr1p-Gpr1p-Wechselwirkungen durch einen in vitro-Bindungs-
test zwischen GST- und GFP-markierten C- und N-Termini von Gpr1p nachgewiesen werden.
Um richtig prozessierte Proteine zu erhalten, war zunächst die Expression der GST-Fusions-
proteine in Y. lipolytica vorgesehen. Wie bereits unter 3.5.4 erläutert, schlugen jedoch alle
Versuche fehl, in Y. lipolytica GST-Fusionsproteine zu exprimieren, bzw. diese im Western
Blot mit anti-GST-AK nachzuweisen. Deshalb wurde die DNA, die für den C- und N-Terminus
von Gpr1p kodiert mittels PCR amplifiziert und in die MCS des E. coli-Vektors pGex-4t-3
kloniert (siehe 2.6.12). Damit konnten die N-terminal mit GST fusionierten Gpr1p-Termini
wie unter 2.7.15 beschrieben in E. coli BL21 überexprimiert werden (Abbildung 21).
Ein in vitro-Bindungstest wurde mit diesen an GSH-Sepharose gebundenen Gpr1p-Termini
und Zellextrakt von PO1d∆gpr1-Transformanden, welche GFP-markierte Gpr1p-Termini ex-
primierten wie unter 2.7.16 beschrieben durchgeführt. Wie Abbildung 22 zeigt, wurden bei
der Analyse der mit GSH-Sepharose assoziierten Proteine nur die an GSH-Sepharose gekop-
pelten GST-fusionierten Gpr1p-Termini detektiert (Abbildung 22C und D, Ponceau-S-gefärbte
Abbildung 21: Nachweis von überexprimiertem GST sowie dem GST-fusionierten N-Terminus
(GST-NT) und C-Terminus (GST-CT) von Gpr1p. E. coli BL21-Zellen mit den Plasmiden pGex-nt,
pGex-ct und pGex-4t-3 wurden nach Induktion der Synthese der GST-Fusionsproteine aufgeschlos-
sen, die GST-Fusionsproteine mittels GSH-Sepharose® 4B gereinigt und die Sepharose-Kügelchen
letztendlich in 500 µl PBS resuspendiert (siehe 2.7.15). Je 15 µl dieser Suspensionen wurden zur Über-
prüfung der Reinigung mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine anschließend mit Coomassie
Brillantblau gefärbt. Die angegebenen Mengen BSA wurden zur Abschätzung der Konzentration mit-
geführt.
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Membranen), während GFP-fusionierte Termini nur im Überstand gefunden wurden (Abbil-
dung 22A und B). Somit konnten auch mit dieser Methode keine Wechselwirkungen zwischen
den Gpr1p-Termini nachgewiesen werden.
Abbildung 22: In vitro-Bindungstest zwischen GST- und GFP-fusionierten Gpr1p-Termini. 1 mg (A
und C) bzw. 5 mg (B und D) Zellextrakt (S20 Fraktion) von PO1d∆gpr1/pYLGnt-GFP (NT-GFP)
und PO1d∆gpr1/pYLGct-GFP (CT-GFP) wurden mit an GSH-Sepharose gebundenem GST (kodiert
durch pGex-4t-3) sowie mit GSH-Sepharose-gekoppelten GST-NT- und GST-CT-Fusionsproteinen (ko-
diert durch pGex-nt und pGex-ct) inkubiert (siehe 2.7.16). Zur Überprüfung einer möglichen in vi-
tro-Bindung wurden die Überstände (A, B) und die mit der GSH-Sepharose assoziierten Proteine (C,
D) im Western Blot analysiert. Dargestellt sind die jeweiligen Kombinationen der in PO1d∆gpr1-
Transformanden exprimierten GFP-Fusionen (Extrakte) und der an GSH-Sepharose gekoppelten GST-
markierten Termini von Gpr1p (Sepharose gekoppelt). Oben sind die entwickelten Blots, unten die mit
Ponceau-S gefärbten PVDF-Membranen nach dem Proteintransfer gezeigt. Repräsentative spezifische
Banden sind mit Pfeilen markiert (1: NT-GFP, 2: CT-GFP, 3: GST, 4: GST-NT, 5: GST-CT). Der MW-
Standard in kDa ist links angegeben.
3.7 Gewinnung von anti-Gpr1-Antikörpern
Die Plasmide pGex-nt und pGex-ct, die bereits zur Aufklärung von Gpr1p-Gpr1p-Wechsel-
wirkungen benutzt werden sollten (siehe 3.6.3), wurden erneut zur Überexpression GST-mar-
kierter N- und C-terminaler Sequenzen von Gpr1p verwendet (vergleiche 2.7.15). Die überex-
primierten Fusionsproteine (GST-CTp und GST-NTp) wurden durch SDS-PAGE und Elution
der jeweiligen Proteine aus den Gelen weiter gereinigt (siehe 2.8.1) und als Antigene zur An-
tiserumproduktion eingesetzt. Dazu wurden Kaninchen dreimal mit GST-NTp bzw. GST-CTp
immunisiert (Einsatz von je 100 µg und 150 µg Antigen, vergleiche auch 2.8.2). Abbildung 23
zeigt, dass die verwendeten Antigenlösungen außer dem jeweils gewünschten Protein kaum
andere Proteine enthielten.
Nach zweimaliger Boosterung mit den jeweiligen Antigenen wurde den Kaninchen Blut ent-
nommen und das Serum auf die Anwesenheit von Gpr1-AK getestet (Abbildung 24). Es zeigte
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Abbildung 23: Gereinigte Proteine, die als Antigene für die anti-Gpr1-AK-Produktion dienten. Die
durch pGex-nt (NT) und pGex-ct (CT) kodierten Proteine wurden in E. coli BL21 überexprimiert (siehe
2.7.15) und wie unter 2.8.1 beschrieben weiter aufgereinigt. Zur Quantifizierung wurden je 5 µl der
gereinigten Proteine und definierte Mengen BSA mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
Brillantblau gefärbt. Links ist der MW-Standard in kDa angegeben.
Abbildung 24: Testung der Seren immunisierter Kaninchen. Verschiedene Proben (A: Thrombin ge-
spaltenes GST-NTp, B: Thrombin gespaltenes GST-CTp, C: Extrakt von PO1d/pG1-Myc, D: Extrakt
von PO1d∆gpr1/pYLGnt-GFP, E: Extrakt von PO1d∆gpr1/pYLGct-GFP, F: Extrakt von PO1d, G: Ex-
trakt von PO1d∆gpr1) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen geblottet.
Die Analyse der Blots erfolgte mit Seren von Kaninchen, die gegen GST-NTp (N100, N150; Se-
ren der mit 100 µg bzw. 150 µg GST-NTp immunisierten Kaninchen) und gegen GST-CTp (C100,
C150; Seren der dreimal mit 100 µg bzw. 150 µg GST-CTp immunisierten Kaninchen) immunisiert
worden waren. Die Kaninchenseren wurden in einer 1:400 Verdünnung und der anti-Kaninchen-AK
in einer 1:4000 Verdünnung eingesetzt. Nachgewiesene Proteine sind mit Pfeilen markiert: 1: Gpr1p,
2: pG1-Myc-kodiertes Protein, 3: pYLGnt-GFP-kodiertes Protein, 4: GST-NTp, 5: GST-CTp, 6: GST,
7: nach Thrombinspaltung abgespaltener N-Terminus von Gpr1p. Links ist der MW-Standard in kDa
angegeben.
sich dabei, dass nur die gegen GST-NTp gebildeten Antiseren auch in Y. lipolytica exprimiertes
Gpr1p detektierten.
Die Seren der mit GST-CTp immunisierten Kaninchen enthielten zwar Antikörper, die in
E. coli exprimiertes GST-CTp erkannten, in Y. lipolytica exprimiertes Gpr1p konnte aber kaum
mit diesen Seren detektiert werden (Abbildungen 24 und 25). Die Ursache hierfür könnte sein,
dass der zur Antikörperproduktion gegen den C-Terminus eingesetzte antigene Bereich recht
klein (28 AS) gegenüber dem Anteil von GST (233 AS) war. Dadurch könnte der Gpr1p-Anteil
von dem viel größeren GST-Anteil maskiert worden sein. Damit wurden wahrscheinlich be-
vorzugt Antikörper gegen GST, nicht aber gegen den C-Terminus von Gpr1p gebildet.
Um die optimalen Verdünnungen für das anti-Gpr1-AK enthaltene Antiserum und den sekun-
dären Antikörper (anti-Kaninchen) zu erhalten, wurde eine PVDF-Membran, auf die zuvor der
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mittels SDS-PAGE aufgetrennte Zellextrakt von PO1d (Induktion der GPR1-Genexpression
durch zweistündige Kultivierung auf ME-Ura-Leu) transferiert worden war, in Streifen ge-
schnitten und jeder Streifen mit einer anderen Konzentration der jeweiligen Antikörper inku-
biert (Abbildung 25).
Für weitere Experimente wurde der gegen GST-NTp (100 µg) gebildete Antikörper (N100)
verwendet, der in der vorliegenden Arbeit als anti-Gpr1-Antikörper (anti-Gpr1-AK) bezeich-
net wird.
Das diesen Antikörper enthaltende Antiserum wurde für weitere Experimente stets 1:2000 und
der sekundäre anti-Kaninchen-AK 1:10 000 verdünnt.
Abbildung 25: Testung verschiedener Verdünnungen des anti-Gpr1-AK enthaltenden Serums (1. AK)
und des anti-Kaninchen-AK (2. AK). Der nach zweistündiger Kultivierung von PO1d auf Ethanol-
Minimalmedium (Induktion von GPR1) gewonnene Zellextrakt wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und die Proteine anschließend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde in Streifen
geschnitten und jeder Streifen mit verschiedenen Konzentrationen (angegeben ist jeweils 1/1000 des
Verdünnungsfaktors) des primären anti-Gpr1-AK (Antiserum) und des sekundären anti-Kaninchen-AK
inkubiert. N100, N150, C100 und C150 sind die jeweiligen Seren der mit 100 µg bzw. 150 µg GST-NTp
bzw. GST-CTp immunisierten Kaninchen. Die Waschschritte und die Detektion erfolgten wie unter
2.7.11 beschrieben.
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3.8 Expression von Gpr1p
Bisherige Untersuchungen (lacZ-Reportergenanalysen) hatten gezeigt, dass die Expression des
GPR1-Gens unter anderem bei Kultivierung in Minimalmedien mit Acetat, Ethanol und Lactat
induziert wird, während im Vergleich zu Medium ohne C-Quelle Glucose, Glycerol und Ölsäu-
re eine Repression der Genexpression bewirken (Augstein, 2001; vergleiche auch Abbildung 4
auf Seite 19).
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die Expression des Gpr1-Proteins durch
verschiedene C-Quellen beeinflusst wird. Dazu wurden in Glucose-Minimalmedium gewach-
sene PO1d-ÜNK geerntet, gewaschen und in Medien mit den zu untersuchenden C-Quellen
umgesetzt. Nach entsprechenden Kultivierungszeiten wurden Zellen geerntet, aufgeschlossen
und der Zellextrakt im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert (Abbildung 26).
Die Daten zeigen, dass alle verwendeten C-Quellen und auch Medium ohne C-Quelle zur In-
duktion der Expression von Gpr1p gegenüber dem 0-Stunden-Wert (Proteinextrakte der ÜNK)
führten. Bei der Verwendung von Acetat als alleiniger C-Quelle war die Induktion etwas ver-
zögert und setzte erst nach ca. vier Stunden ein. Wider Erwarten induzierte auch Glucose als
alleinige C-Quelle sowie Glucose-Acetat-Mischmedium die Expression von Gpr1p. Bei der
Verwendung von Glucose-Acetat-Mischmedium erfolgte die Induktion schneller als in Medi-
um mit Acetat als alleiniger C-Quelle.
Weiterhin wurden nach 24-stündiger Kultivierung der Zellen in Glucose- bzw. Ethanol-Mini-
malmedium nur noch sehr geringe Gpr1p-Konzentrationen detektiert (vergleiche auch 0-Stun-
den-Werte). Der pH-Wert dieser Kulturen war bedingt durch die lange Kultivierungszeit auf
ca. pH3 abgesunken. Die niedrige Expression konnte jedoch nicht allein auf den sauren pH-
Wert zurückgeführt werden, da dieser nach 24-stündiger Kultivierung auf Glucose-Acetat-
Mischmedium ebenfalls sehr niedrig war (pH2), Gpr1p in Zellen dieser Kultur aber weiterhin
in recht hohen Konzentrationen nachgewiesen werden konnte.
Die Kultivierung von PO1d in Vollmedium hatte nur eine sehr schwache Expression von Gpr1p
zur Folge. Während Gpr1p in Extrakten von in YPD kultivierten Zellen kaum noch detektier-
bar war, konnten in YPE (Hefeextrakt, Pepton, 1 % Ethanol) und in YPA (Hefeextrakt, Pep-
ton, 30 mM Acetat) kultivierten Zellen etwas höhere Gpr1p-Konzentrationen nachgewiesen
werden (Abbildung 26).
Auch im Stamm B204-12C, in dem die GPR1-Genexpression unter Kontrolle des GPR1A-
Promotors steht, konnte Gpr1p im Western Blot nachgewiesen werden. Eine Insertion des
Retrotransposons Ylt1 in den GPR1-Promotor dieses Stammes führt hier zu einer minima-
len Expression (2–4 Miller Units) und hat des Weiteren zur Folge, dass dieser Promotor
nicht in Abhängigkeit der C-Quelle reguliert wird (Augstein et al., 2003). Diese Ergebnis-
se konnten auch mittels Western Blot bestätigt werden. In den Zellextrakten des Stammes
B204-12C konnte wesentlich weniger Protein nachgewiesen werden, als in Zellextrakten von
PO1d. Außerdem erfolgte auch keine Beeinflussung der Expression von Gpr1p durch die C-
Quelle (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Expression von Gpr1p in Abhängigkeit der C-Quelle. Zellen von PO1d-ÜNK wurden
geerntet, gewaschen und verschiedene Minimalmedien (ÜNK ebenfalls in Minimalmedium) mit den
angegebenen C-Quellen bzw. Vollmedien (ÜNK in YPD) mit einer OD600 von ca. 2 beimpft. Nach
entsprechenden Kultivierungszeiten (Angabe von Stunden) wurden Kulturvolumina, welche 6 OD600
entsprachen, geerntet und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. Die Analyse der Proben erfolgte
im Western Blot mit anti-Gpr1-AK. Als Negativkontrolle wurde Zellextrakt von PO1d∆gpr1 (∆) ver-
wendet. Die aus der Vorkultur (ÜNK) gewonnen Extrakte sind jeweils in Spur 0 aufgetragen. In A
sind die entwickelten Western Blots sowie die mit Ponceau-S gefärbten PVDF-Membranen, in B die
jeweiligen Wachstumskurven gezeigt.
Die Analyse der Zellextrakte von in Acetat-Minimalmedium kultivierten Zellen zeigte, dass
Gpr1p nach 24-stündiger Kultivierung einen etwas größeren Rf-Wert hatte als nach kürzeren
Kultivierungszeiten (Abbildungen 26 und 27). Weiterführende Untersuchungen ergaben hier-
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zu, dass Gpr1p in zwei Formen, einer phosphorylierten und einer dephosphorylierten Form,
vorkommen kann (siehe 3.9).
Abbildung 27: Expression von Gpr1p im Stamm B204-12C. Die Zellen einer B204-12C-ÜNK wur-
den in frisches Minimalmedium mit Glucose (G), Acetat (A) bzw. Ethanol (E) als C-Quelle transfe-
riert. Nach den angegebenen Kultivierungszeiten wurden Zellen entnommen (Kulturvolumen, welches
6 OD600 entsprach), wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen und der Zellextrakt im Western Blot mit
anti-Gpr1-AK analysiert. In Spur ∆ wurde der Zellextrakt von PO1d∆gpr1, in Spur PO1d der Zellextrakt
von PO1d nach sechsstündiger Kultivierung in MG-Ura-Leu und in der Spur ÜNK der Zellextrakt der
ÜNK aufgetragen. In A ist der entwickelte Blot und in B die mit Ponceau-S gefärbte PVDF-Membran
gezeigt.
3.9 Vorkommen von Gpr1p in phosphorylierter und dephosphorylierter
Form
Die Auftrennung von Zellextrakten Gpr1p exprimierender Zellen in Maxigelen ermöglich-
te die Separation von zwei spezifischen Gpr1p-Banden. Der mittels SDS-PAGE ermittelte
Größenunterschied zwischen beiden Banden betrug etwa 1 kDa.
3.9.1 Dephosphorylierung von Gpr1p mit λ-Protein-Phosphatase
Um zu überprüfen, inwieweit es sich bei den beiden auftretenden Banden um eine phospho-
rylierte und dephosphorylierte Form von Gpr1p handelt, wurde Zellextrakt, in dem die höher-
molekulare Form nachzuweisen war, mit λ-Protein-Phosphatase behandelt (siehe 2.7.8). Wie
aus Abbildung 28 hervorgeht, wurde dabei die höhermolekulare Form in die niedermoleku-
lare Form umgewandelt. In den Kontrollansätzen wurde auch ein geringer Teil von Gpr1p,
wahrscheinlich aufgrund von zelleigenen Phosphatasen, dephosphoryliert.
3.9.2 Bedingungen für die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Gpr1p
Dephosphorylierung von Gpr1p nach Verbrauch der C-Quelle
Wurden die Zellen so lange kultiviert, bis die C-Quelle aufgebraucht war, konnte fast nur noch
dephosphoryliertes Gpr1p detektiert werden. Dies war z. B. nach 24-stündiger Kultivierung in
MG-Ura (1 % Glucose) der Fall (Abbildung 29). In diesem Versuch wurde der pH-Wert stän-
dig korrigiert, so dass die Glucose vollständig verbraucht werden konnte (kein Nachweis von
mit Glucose-Teststreifen). Im Gegensatz zu Versuchen, bei denen die pH-Wert-Absenkung des
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Abbildung 28: Nach λ-PPase-Behandlung kann die höhermolekularere Form von Gpr1p nicht mehr
detektiert werden. Zellfreier Extrakt von zuvor 5 h in MG-Ura und 30 min in MGA-Ura kultiviertem
PO1d (K0h) wurde wie unter 2.7.8 beschrieben mit λ-PPase behandelt. Die λ-PPase-Behandlung er-
folgte bei 30 °C für 1 h (λ1h), bzw. für 2 h (λ2h). Die Kontrollen K1h und K2h wurden ohne λ-PPase
ebenfalls für 1 h bzw. für 2 h bei 30 °C inkubiert. Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit
anti-Gpr1-AK.
Abbildung 29: Nach dem Verbrauch der C-Quelle wird fast nur noch dephosphoryliertes Gpr1p de-
tektiert. PO1d/pINA237 wurde in MG-Ura unter ständiger Kontrolle des pH-Wertes kultiviert. Nach
den angegebenen Zeiten wurden Zellen entnommen und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen.
Die Proben wurden im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert. Als Negativkontrolle diente Zellex-
trakt von PO1d∆gpr1/pINA237 (K). In Spur ÜNK wurden Zellextrakte der ÜNK aufgetragen. In A ist
der entwickelte Blot, in B die Ponceau-S-gefärbte PVDF-Membran und in C die Wachstumskurve der
Kultur dargestellt.
Mediums nicht korrigiert wurde (vergleiche Abbildung 26 auf Seite 85), konnte in diesem Ver-
such auch nach 24-stündiger Kultivierung Gpr1p in relativ hoher Konzentration nachgewiesen
werden.
Um den Verlauf der Dephosphorylierung besser verfolgen zu können, wurde statt 1 % Glucose
0,1 % Glucose als C-Quelle verwendet. In Abbildung 30 wird deutlich, dass Gpr1p, solange
Glucose im Medium vorhanden war, in beiden Formen, phosphoryliert und dephosphoryliert,
detektiert werden konnte. Nachdem die C-Quelle aber vollständig aufgebraucht war, konnte
nur noch dephosphoryliertes Gpr1p nachgewiesen werden. Die erneute Zugabe eine C-Quelle,
bewirkte relativ schnell die Phosphorylierung von Gpr1p, wobei Glucose und Ethanol nur
die Phosphorylierung von ungefähr der Hälfte der vorhandenen Gpr1p-Moleküle bewirkten.
Nach der Zugabe von Acetat wurden demgegenüber deutlich mehr Gpr1p-Moleküle als nach
Glucose- bzw. Ethanolzugabe phosphoryliert (Abbildung 30).
Ähnliche Resultate wurden während der Kultivierung in Acetat-Minimalmedium erzielt. Auch
hierbei kam es nach dem Verbrauch von Acetat zur Dephosphorylierung und nach erneuter
Zugabe einer C-Quelle zur Phosphorylierung von Gpr1p (Abbildung 31). Bereits 6 h nach
der wiederholten Zugabe von Acetat wurde fast ausschließlich dephosphoryliertes Gpr1p de-
tektiert, während dies bei der anfänglichen Kultivierung in Acetat-Minimalmedium erst nach
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Abbildung 30: Mit dem Verbrauch der C-Quelle erfolgt die Dephosphorylierung von Gpr1p. Zellen ei-
ner PO1d∆gpr1/pYLG3-ÜNK wurden in frisches MG mit 0,1 % Glucose umgesetzt. Nach 23-stündiger
Kultivierung wurde zum Medium erneut Glucose, Ethanol (Endkonzentration je 1 %) bzw. Acetat (End-
konzentration: 30 mM) zugegeben. Zu den angegeben Zeiten wurden Zellen entnommen, aufgeschlos-
sen (siehe 2.7.2) und der Zellextrakt im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert. Der Glucosegehalt
wurde mit Glucose-Teststreifen bestimmt (++ positiv, + Spuren vorhanden, - keine Glucose nachweis-
bar). In Spur ÜNK wurden die Zellextrakte der ÜNK aufgetragen. In A ist der entwickelte Blot und in
B die Ponceau-S-gefärbte PVDF-Membran dargestellt. Die Wachstumskurven sind in C gezeigt.
Abbildung 31: Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Gpr1p während der Kultivierung in
Acetat-Minimalmedium. PO1d/pINA237-Zellen wurden nach Vorkultivierung in MG-Ura mit 0,1 %
Glucose über Nacht (Verbrauch der C-Quelle) in MA-Ura transferiert. Nach 24-stündiger Kultivierung
wurde zum Medium erneut Glucose (Endkonzentration: 1 %) bzw. Acetat (Endkonzentration: 30 mM)
zugegeben. Zu den angegeben Zeiten wurden Zellen entnommen und aufgeschlossen (siehe 2.7.2).
Die Analyse der Zellextrakte erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK. In Spur VK wurden die
Zellextrakte der ÜNK aufgetragen. In A ist der entwickelte Blot, in B die Ponceau-S-gefärbte PVDF-
Membran dargestellt. Die Wachstumskurven sind in C gezeigt.
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24-stündiger Kultivierung der Fall war. Dies kann dadurch erklärt werden, dass die Zellen
hier bereits an Essigsäure adaptiert waren, damit schneller anwuchsen und somit auch Acetat
schneller aufbrauchen konnten. In diesem Versuch kam es nach Zugabe von Acetat ebenfalls
zur Phosphorylierung fast aller in der Zelle vorhandener Gpr1p-Moleküle. Nach zweistündiger
Kultivierung konnte aber bereits wieder dephosphoryliertes Gpr1p detektiert werden, obwohl
erst nach ca. 6 h eine Zunahme der OD600 registriert wurde.
Um zu testen, wie schnell die Dephosphorylierung von Gpr1p nach dem Verbrauch der C-
Quelle erfolgt, wurden in Glucose-Minimalmedium kultivierte Zellen (PO1d) geerntet und
die Zellpellets in Medium ohne C-Quelle resuspendiert. Anschließend wurden in kürzeren
Intervallen Proben entnommen und im Western Blot analysiert. Es zeigte sich hierbei, dass
die Dephosphorylierung recht schnell verlief. Bereits 20 min nach dem Entzug der C-Quelle
konnte fast nur noch dephosphoryliertes Gpr1p detektiert werden (Abbildung 32).
Abbildung 32: Dephosphorylierung von Gpr1p nach dem Entfernen der C-Quelle. Zellen einer
PO1d/pINA237-ÜNK wurden in frisches MG-Ura (1 % Glucose) umgesetzt und 3,5 h bis zum Errei-
chen einer OD600 von 6 kultiviert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und im gleichen Volumen
Minimalmedium ohne C-Quelle aufgenommen. Nach entsprechenden Zeiten (2, 5, 10, 20, 30, 60 min)
wurde je 1 ml Kulturvolumen entnommen und die Zellen wie unter 2.7.3 beschrieben aufgeschlossen.
Zwischenzeitlich wurden die Zellen weiter bei 28 °C, 220 U/min kultiviert. Als 0 min-Wert dienten die
Zellen aus der MG-Ura-Kultur. Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
Schnelle Phosphorylierung von Gpr1p nach Acetatzugabe
Um ebenfalls aufzuklären, wie schnell die Gpr1p-Phosphorylierung nach der Zugabe von Ace-
tat zum Medium erfolgt, wurden Zellen in kurzen Abständen nach der Acetatzugabe entnom-
men und die Zellextrakte im Western Blot analysiert (Abbildung 33).
Von besonderen Interesse war bei diesem Versuch, ob es Unterschiede bezüglich der Phospho-
rylierung bzw. der Phosphorylierungsgeschwindigkeit zwischen WT Gpr1p und mutiertem
Gpr1p gibt. Eine Hypothese für die Wirkungsweise von Gpr1p ist, dass es in seiner aktiven
Form, die in Abwesenheit von Essigsäure auftritt, Essigsäureadaptationsprozesse inhibiert,
während die Deaktivierung von Gpr1p in Anwesenheit von Essigsäure zur Aktivierung von
Essigsäureadaptationsprozessen führt (Augstein et al., 2003). Die Essigsäuresensitivität her-
vorrufenden Mutationen würden nach dieser Theorie bewirken, dass Gpr1p nicht mehr de-
aktiviert werden kann. Da Essigsäure zu einer Phosphorylierung von Gpr1p führte, könnte
angenommen werden, dass es sich bei phosphoryliertem Gpr1p um die inaktive Form handelt.
Auf der Grundlage der oben aufgeführten Hypothese hätte daher erwartet werden können,
dass mutierte Gpr1p-Konstrukte (z. B. Gpr1-1p und Gpr1-2p) nur in der dephosphorylierten
und damit aktiven Form auftreten können. Wie Abbildung 33 zeigt, war dies aber nicht der
Fall. Auch Gpr1-1p und Gpr1-2p wurde nach Zugabe von Acetat phosphoryliert. Allerdings
wurden im Fall von Gpr1-1p nicht alle vorhanden Gpr1-1p-Moleküle phosphoryliert und au-
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ßerdem verlief hierbei die Phosphorylierung zeitlich verzögert. Keine Unterschiede bezüglich
der Phosphorylierung bestanden jedoch zwischen Gpr1p und Gpr1-2p. Hier konnten bereits
ca. 10 min nach der Acetatzugabe nur noch phosphorylierte Formen von Gpr1p bzw. Gpr1-2p
nachgewiesen werden.
Abbildung 33: Phosphorylierung von Gpr1p, Gpr1-2p und Gpr1-1p nach Zugabe von Acetat.
PO1d∆gpr1-Transformanden mit pYLG3 (Gpr1p), pYLG2 (Gpr1-2p) und pYLG1 (Gpr1-1p) wurden
in MG bis zum Erreichen einer OD600 von ca. 6 kultiviert (5 h). Anschließend wurde der pH-Wert der
Kulturen auf 5,0 eingestellt und Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zugegeben. Danach wurden nach
den angegebenen Zeiten Proben entnommen und nach dem Zellaufschluss (siehe 2.7.3) im Western Blot
mit anti-Gpr1-AK analysiert. In der 0-min-Probe wurde Zellextrakt von Zellen analysiert, die vor der
Zugabe von Acetat entnommen wurden.
Phosphorylierung von Gpr1p durch weitere C-Quellen
Von Interesse war auch, ob und wie schnell weitere C-Quellen zur Phosphorylierung von
Gpr1p führen. Um dies zu testen, wurde PO1d/pINA237 in Glucose-Minimalmedium mit
0,1 % Glucose so lange kultiviert, bis die Glucose verbraucht und damit Gpr1p dephospho-
ryliert war. Danach wurden zu der Kultur verschiedene C-Quellen zugegeben und anschlie-
ßend entnommene Proben im Western Blot analysiert. Alle hierbei getesteten C-Quellen be-
wirkten zumindest die Phosphorylierung eines Teils der vorhandenen Gpr1p-Moleküle (Ab-
bildung 34).
Besonders schnell verlief die Phosphorylierung von Gpr1p nach der Zugabe von Hefeextrakt
und Pepton zum Medium. Hier war bereits nach 2 min ein Großteil des vorhandenen Gpr1p-
Moleküle phosphoryliert. Nach der Zugabe der anderen getesteten C-Quellen konnten nach
5–10 min (bei Ölsäure schon nach 2 min) erste phosphorylierte Gpr1p-Moleküle detektiert
werden. Außer bei der Verwendung von Hefeextrakt und Pepton wurden jedoch nach der Zu-
gabe der verschiedenen C-Quellen nicht alle Gpr1p-Moleküle phosphoryliert.
Die Zugabe von Acetat zu einem Medium, welches noch Glucose enthielt, führte innerhalb
kürzester Zeit zur Phosphorylierung fast aller vorhandener Gpr1p-Moleküle (siehe 3.9.2). Glu-
cose bewirkte demgegenüber stets nur die Phosphorylierung eines Teils der Gpr1p-Moleküle.
Allerdings konnte beobachtet werden, dass nach längerer Kultivierung in Medium ohne C-
Quelle auch Acetat nicht mehr zur Phosphorylierung aller Gpr1p führte (Abbildung 35, ver-
gleiche auch Abbildungen 30 und 31).
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Abbildung 34: Phosphorylierung von Gpr1p nach der Zugabe verschiedener C-Quellen. Glucose-Mini-
malmedium (0,1 % Glucose) wurde mit einer PO1d/pINA237-ÜNK beimpft (mit OD600 von 5) und ca.
3 h bis zum Verbrauch der C-Quelle kultiviert. Anschließend wurde die Kultur auf fünf Schüttelkolben
verteilt, zu denen jeweils Glucose, Glycerol, Ethanol, Ölsäure (Endkonzentration je 1 %) bzw. Hefe-
extrakt/Pepton (Endkonzentration: 1 %/2 %, entspricht den Konzentrationen in YPD) zugegeben wur-
den. Nach den angegebenen Zeiten (Angabe in min) wurde jeweils 1 ml Kulturvolumen entnommen
und der Zellextrakt wie unter 2.7.3 beschrieben gewonnen. Die 0 min-Probe wurde vor der Zugabe der
jeweiligen C-Quellen entnommen. Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
Abbildung 35: Gpr1p-Phosphorylierung nach Acetatzugabe in Abhängigkeit der vorherigen Kultivie-
rungszeit in Abwesenheit einer C-Quelle. 50 ml MG-Ura (0,1 % Glucose) wurden mit einer OD600 von
5 aus einer PO1d/pINA237-ÜNK beimpft. Nach 1 h (A), 3 h (B), 6 h (C) und 24 h (D) Kultivierung
wurden je 10 ml Kultur entnommen und zu diesen 300 µl 1 M Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zu-
gegeben. Aus dieser 10-ml-Kultur wurden nach 2, 5, 10 und 30 min Zellen entnommen und wie unter
2.7.3 beschrieben aufgeschlossen. Die 0-min-Probe wurde jeweils vor der Acetatzugabe entnommen.
Die Analyse der Zellextrakte erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
3.9.3 Einfluss weiterer Faktoren auf die Phosphorylierung von Gpr1p
Phosphorylierung in Abhängigkeit vom pH-Wert
Da nur undissoziierte Essigsäure zum Wachstumsstopp von Zellen führt, die mutiertes Gpr1p
exprimieren (Augstein, 2001), sollte untersucht werden, ob die Gpr1p-Phosphorylierung nach
Zugabe von Acetat vom pH-Wert des Mediums und damit vom Dissoziationsgrad der Essig-
säure abhängig ist. Wie aus Abbildung 36 hervorgeht, hatte der pH-Wert keinen Einfluss auf
die Phosphorylierung von Gpr1p. Die Phosphorylierung wird also sowohl durch undissoziierte
Essigsäure wie durch Acetat ausgelöst.
Um genauer zu untersuchen, inwieweit der pH-Wert des Mediums allein einen Einfluss auf
die Phosphorylierung von Gpr1p haben könnte, wurden PO1d/pINA237-Zellen in Minimal-
medium mit verschiedenen pH-Werten und 1 % Glucose bzw. ohne C-Quelle kultiviert. Der
Zellextrakt von nach verschiedenen Kultivierungszeiten entnommenen Zellen wurde im Wes-
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tern Blot analysiert. Wie Abbildung 37 zeigt, hatte der pH-Wert keinen wesentlichen Einfluss
auf die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Gpr1p. Auch hier war zu beobach-
ten, dass bereits nach kurzer Kultivierung ohne C-Quelle nur noch dephosphoryliertes Gpr1p
detektiert werden konnte. Bei einem pH-Wert von 2,5 schien die Gpr1p-Dephosphorylierung
allerdings etwas verzögerter als bei höheren pH-Werten zu erfolgen.
Abbildung 36: Die Phosphorylierung von Gpr1p nach der Zugabe von Acetat zum Medium ist nicht
vom pH-Wert des Mediums abhängig. Eine zuvor 5 h in MG-Ura-Leu kultivierte PO1d-Kultur (5h G-
Probe) wurde auf sechs Schüttelkolben verteilt und der pH-Wert in diesen auf pH4, pH5 bzw. pH7
eingestellt. Zur Hälfte dieser Kolben wurde Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zugegeben (mit + mar-
kiert), zur anderen Hälfte nicht (mit - markiert). Nach 30 minütiger Kultivierung wurden Zellen entnom-
men, wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen und der Zellextrakt im Western Blot mit anti-Gpr1-AK
analysiert.
Abbildung 37: Abhängigkeit der Gpr1p-Phosphorylierung vom pH-Wert des Mediums. Zellen einer
PO1d/pINA237-ÜNK wurden zur Inokulation von Minimalmedium mit 1 % Glucose (MG-Ura) (oben)
bzw. Minimalmedium ohne Glucose (M-Ura) (unten) verwendet. Der pH-Wert der jeweiligen Medien
war zuvor auf pH2,5, pH5,5, pH7 bzw. pH8 eingestellt worden. Nach den angegebenen Kultivierungs-
zeiten wurden Zellen entnommen und mit Glasperlen aufgeschlossen (siehe 2.7.1). Die Analyse der
zellfreien Extrakte erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
Einfluss von hyper- und hypoosmotischem Stress
Von weiterem Interesse war, inwieweit hyper- oder hypoosmotischer Stress die Phosphory-
lierung von Gpr1p beeinflusst. Damit sollte ferner getestet werden, ob das Waschen von Zel-
len vor dem Transfer in Medien mit anderen C-Quellen (erfolgte mit Minimalmedium ohne
C-Quelle oder mit destilliertem Wasser) einen Einfluss auf die Phosphorylierung von Gpr1p
hat. Dazu wurde eine PO1d/pINA237-ÜNK geerntet, in MG-Ura, M-Ura (ohne C-Quelle),
destilliertem Wasser sowie 0,5 M NaCl-Lösung resuspendiert und die Zellextrakte von nach
10- und 30-minütiger Kultivierung geernteten Zellen im Western Blot untersucht. Wie aus Ab-
bildung 38 hervorgeht, konnten nach den ersten 10 min der Kultivierung keine Unterschiede
bezüglich der Expression und der Phosphorylierung von Gpr1p zwischen den einzelnen Me-
dien bzw. Lösungen festgestellt werden. Nach 30 min wurden jedoch, außer in MG-Ura kul-
tivierten Zellen, die Mehrzahl der vorhandenen Gpr1p-Moleküle in ihrer dephosphorylierten
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Form detektiert (Abbildung 38). Da allerdings keine wesentlichen Unterschiede bezüglich der
Phosphorylierung von Gpr1p zwischen den in M-Ura kultivierten und den hypo- und hyper-
osmotischen Stress ausgesetzten Kulturen auftraten, wird angenommen, dass dieser Effekt al-
lein durch den Entzug der C-Quelle verursacht wurde. Wie in Abbildung 32 auf Seite 89 zu
sehen ist, erfolgte die Dephosphorylierung von Gpr1p innerhalb der ersten 20 min nach dem
Entfernen der C-Quelle.
Abbildung 38: Einfluss von osmotischem Stress auf die Phosphorylierung von Gpr1p. Zellen einer
PO1d/pINA237-ÜNK wurden auf vier Zentrifugenröhrchen verteilt und geerntet. Die abzentrifugierten
Zellen wurden anschließend in jeweils 5 ml Minimalmedium mit Glucose (MG-Ura), Minimalmedium
ohne C-Quelle (M-Ura), destilliertem Wasser (H2O) und 0,5 M Kochsalzlösung (NaCl) resuspendiert.
Nach 10- und 30-minütiger Kultivierung wurden Zellen entnommen und aufgeschlossen (siehe 2.7.2).
Die Analyse der Zellextrakte erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
Einfluss der Stickstoffquelle auf die Phosphorylierung von Gpr1p
In diesem Versuch sollte getestet werden, ob die verwendete Stickstoffquelle einen Einfluss
auf die Phosphorylierung von Gpr1p hat. Dazu wurde neben dem üblicherweise benutzten
Ammoniumphosphat (NH4H2PO4) auch 0,1 % Glutamin als Stickstoffquelle verwendet. Wie
aus Abbildung 39 hervorgeht, konnte jedoch kein Einfluss der Stickstoffquelle auf die Phos-
phorylierung von Gpr1p festgestellt werden. Abbildung 39 zeigt zudem wieder, dass Gpr1p
nach dem Verbrauch der Glucose dephosphoryliert vorlag, nach der Zugabe von Acetat aber
phosphoryliert wurde, um wiederum nach dem Verbrauch von Acetat größtenteils in der de-
phosphorylierten Form aufzutreten (vergleiche auch Abschnitt 3.9.2).
3.9.4 Phosphorylierung von Wildtyp Gpr1p, Gpr1-1p und Gpr1-2p
Wie wie bereits unter 3.9.2 gezeigt wurde, bewirkte die Zugabe von Acetat auch die Phos-
phorylierung von mutiertem Gpr1p. Interessanterweise konnte mutiertes Gpr1p auch nach
längerer Kultivierungszeit in essigsäurehaltigem Medium nachgewiesen werden, obwohl die
Gpr1-1p- bzw. Gpr1-2p-exprimierenden Zellen in diesem Medium kein Wachstum zeigten
(Abbildung 40).
Die Gpr1-1p- bzw. Gpr1-2p-exprimierenden Zellen konnten wider Erwarten auch dann auf
Minimalmedium mit Glucose anwachsen, wenn sie zuvor 7 h in essigsäurehaltigem Medium
kultiviert worden waren (Abbildung 40C). Da Transformanden, die mutiertes Gpr1p expri-
mierten (PO1d∆gpr1 mit pYLG1 und pYLG2), genauso gut wie PO1d∆gpr1/pYLG3 (Plasmid
kodiert WT Gpr1p) auf Glucose-Minimalmedium anwachsen konnten, ist davon auszugehen,
dass die Zellen nach Essigsäurezugabe nicht abstarben, sondern lediglich ihr Wachstum ein-
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Abbildung 39: Einfluss der Stickstoffquelle auf die Phosphorylierung von Gpr1p. Zellen einer
PO1d/pINA237-ÜNK wurden in Minimalmedium mit 3 g/l Ammoniumphosphat (N) (entspricht „nor-
malen“ Minimalmedium) bzw. Minimalmedium mit 0,1 % Glutamin (Q) als Stickstoffquelle und je-
weils 0,1 % Glucose als C-Quelle umgesetzt. Nach fünfstündigem Wachstum auf diesen Medien (Glu-
cose war verbraucht) wurde Acetat zugegeben (Acetat-Endkonzentration: 30 mM). Im Fall des Medi-
ums mit 0,1 % Glutamin wurde außerdem noch einmal 0,1 % Glutamin zugesetzt, da dieses nach dem
Verbrauch von Glucose auch als C-Quelle dienen konnte. Zellen wurden nach zwei- (2h G) und fünf-
stündiger (5h G) Kultivierung in Glucose-Minimalmedium, sowie 30 min (+½h A) und 18 h (+18h A)
nach der Zugabe von Acetat entnommen. Die Zellen wurden wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlos-
sen und im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert.
stellten. Das Wachstum von PO1d∆gpr1/pYLG3 in Anwesenheit von Essigsäure führte nach
längerer Zeit zum Verbrauch der C-Quelle, so dass hier nach 23- bzw. 30-stündiger Kultivie-
rung nur noch dephosphoryliertes Gpr1p nachweisbar war (vergleiche auch 3.9.2).
Abbildung 40: Expression von Gpr1p (3), Gpr1-2p (2) und Gpr1-1p (1) nach längerer Kultivierung in
essigsäurehaltigem Medium. PO1d∆gpr1-Transformanden (aus ÜNK) mit pYLG3 (3), pYLG2 (2) und
pYLG1 (1) wurden in frisches Glucose-Minimalmedium (MG) transferiert. Nach zweistündiger Kul-
tivierung wurde Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zu den Kulturen gegeben (durch Pfeil angezeigt).
Zellen wurden nach den angegebenen Kultivierungszeiten entnommen und wie unter 2.7.2 beschrie-
ben aufgeschlossen. Die Zellextrakte wurden im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert (A). In B
sind die Wachstumskurven der drei Transformanden dargestellt. Sieben Stunden nach der Zugabe von
Acetat wurden ca. 7 OD600 entsprechende Kulturvolumen entnommen, auf gleiche Volumina aufgefüllt
und auf Minimalmedium-Platten mit Glucose (MG-Platten) bzw. Glucose und Acetat (MGA-Platten)
aufgetropft. Nach der Bebrütung für 48 h bei 28 °C wurde das Wachstum der Zellen dokumentiert (C).
3.9.5 Analyse NPAPLGL-deletierter Gpr1p im Western Blot
Die Deletion des Familienmotivs der Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie (NPAPLGL) führte
zur Aufhebung des Essigsäuresensitivität hervorrufenden Effektes von mutierten Gpr1p-Kon-
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strukten (vergleiche 3.5.2). Die weitere Analyse NPAPLGL-deletierter Gpr1p im Western
Blot zeigte zudem, dass diese nur als als einzelne Bande detektiert werden konnten (Abbil-
dung 41). Da der Rf-Wert dieser Proteine durch Behandlung des Proteinextraktes mit λ-PPase
nicht verändert wurde, ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um die dephosphorylierte
Form handelt. Weiterhin hatte NPAPLGL-deletiertes Gpr1-2p einen etwas kleineren Rf-Wert
als NPAPLGL-deletiertes WT Gpr1p. Dieser Effekt war aber auch bei nicht NPAPLGL-dele-
tierten Gpr1-Proteinen zu beobachten (siehe Abbildung 40).
Abbildung 41: Phosphatase-Behandlung von Proteinextrakten, welche NPAPLGL-deletierte Gpr1p-
Konstrukte enthielten. PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden wurden nach dreistündiger Kulti-
vierung in Glucose-Minimalmedium (G) und 30 min nach der Zugabe von Acetat (Endkonzentra-
tion: 30 mM) zu diesem Medium (A) geerntet und mit Glasperlen wie unter 2.7.1 beschrieben
aufgeschlossen. Ein Teil der nach Acetatzugabe gewonnenen Proben wurde mit λ-PPase behan-
delt (siehe 2.7.8). Die Analyse der Proben erfolgte im Westen Blot mit anti-Gpr1-AK. Die Plas-
mide pG1-dNPAPLGL bzw. pG2-dNPAPLGL kodieren für NPAPLGL-deletiertes Gpr1p (WT) bzw.
NPAPLGL-deletiertes Gpr1-2p. Als Kontrollen wurden die Zellextrakte von PO1d/pINA237 (hier auch
Behandlung mit λ-PPase) und PO1d∆gpr1/pINA237 mitgeführt. Mit Pfeilen markiert sind die jeweili-
gen Banden von phosphoryliertem Gpr1p (1), dephosphoryliertem Gpr1p (2), NPAPLGL-deletiertem
Gpr1p (3) und NPAPLGL-deletiertem Gpr1-2p (4).
3.9.6 Analyse C-und N-terminal deletierter Gpr1p im Western Blot
Um die Sequenzen, in denen sich der Phosphorylierungsort befindet, einzugrenzen, wurden
auch N- und C-terminal verkürzte Gpr1p-Konstrukte im Western Blot untersucht. Tabelle 17
zeigt, welche potenziellen Phosphorylierungsorte in den jeweiligen deletierten Gpr1p nicht
mehr enthalten sind.
Um zu prüfen, inwieweit die damit deletierten potenziellen Phosphorylierungsorte relevant
sind, wurde der Zellextrakt von PO1d∆gpr1-Transformanden mit den jeweiligen Plasmiden,
die für C- bzw. N-terminal deletiertes Gpr1p kodieren, im Western Blot analysiert. Dabei zeig-
te sich, dass bereits die Deletion des C-Terminus ab Tyrosin256 dazu führte, dass nur noch
eine Gpr1p-Bande detektiert werden konnte (Abbildung 42), obwohl die bei diesem Konstrukt
deletierte Sequenz keine phosphorylierbaren Aminosäuren enthält.
Bei der Untersuchung N-terminal verkürzter Konstrukte wurden in Transformanden, welche
die durch pYLG3-d4, pYLG3-d5 und pYLG3-d6 kodierten Proteine exprimierten, diese nur
als einzelne Bande sichtbar. Das könnte bedeuten, dass die Aminosäuren Serin37, Serin38,
Tyrosin44 oder Tyrosin58 phosphoryliert werden (Abbildung 43 und Tabelle 17).
Ein weiterer interessanter Befund war, dass sich einige PO1d∆gpr1-Transformanden mit dem
Plasmid pG2-P265 als essigsäuresensitiv erwiesen, während andere essigsäuretolerant waren
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Tabelle 17: Plasmide, die für N-und C-terminal verkürztes Gpr1p kodieren, potenzielle Phosphorylie-
rungsorte, die in verkürzten Proteinen nicht mehr enthalten sind und die erwartete Größe der kodierten
Proteine.
Plasmid deletierte damit deletierte potenzielle erwartete Größe
Aminosäuren Phosphorylierungsorte (kDa)
pYLG3 – – 29,4
pYLG3-d2B D55–A60 Y58 28,7
pYLG3-d2 D55–G62 Y58 28,5
pYLG3-d3 H46–G62 Y58 27,3
pYLG3-d4 S37–G62 S37, S38, Y44, Y58 26,3
pYLG3-d5 D28–G62 S33, S37, S38, Y44, Y58 25,3
pYLG3-d6 G18–G62 S19, S33, S37, S38, Y44, Y58 24,3
pYLG3-d1 E4–G62 S17, S19, S33, S37, S38, Y44, Y58 22,6
pYLG3-d1A N2–F61 T3, S17, S19, 33, S37, S38, Y44, Y58 22,5
pG1-P265 F266–D270 – 28,8
pG1-Y256 I257–D270 – 27,9
pG1-A247 G248–D270 S255, Y256 27,0
pG1-F242 Y243–D270 Y243, Y246, S255, Y256 26,4
pG1-dYNAYA Y243–A247 Y243, Y246 28,9
(siehe Tabelle 14 auf Seite 73). Wie in Abbildung 42 zu sehen ist, war das entsprechen-
de verkürzte Gpr1p in den essigsäuretoleranten Transformanden kaum detektierbar (Spuren
P265 [t]), während in essigsäuresensitiven Transformanden eine normale Expression dieses
Proteins nachgewiesen werden konnte (Spuren P265 [s]).
Die meisten exprimierten Proteine, einschließlich Gpr1p, hatten eine größere elektrophore-
tische Beweglichkeit (Rf-Wert), als aufgrund ihrer Größe zu erwarten war (vergleiche Tabel-
le 17). Dies könnte durch vom ellipsoiden Ideal abweichende Strukturen bzw. Masse-Ladungs-
Verhältnisse der entsprechenden Proteine nach der SDS-Behandlung bedingt sein. Gpr1p ist
sehr hydrophob und bindet daher mehr SDS als hydrophilere Proteine. Damit könnte Gpr1p
auch eine größere elektrophoretische Beweglichkeit als die Markerproteine haben. Erstaun-
lich war aber, dass C-terminal bis Prolin265 verkürztes Gpr1p (kodiert durch pG1-P265 oder
pG2-P256) einen kleineren Rf-Wert als nicht verkürztes Gpr1p aufwies (Abbildung 42). Ein
ähnlicher Effekt wurde auch bei N-terminal deletierten Gpr1p-Konstrukten beobachtet. Hier
konnte das durch pYLG3-d5 kodierte Protein im Western Blot auf gleicher Höhe wie das durch
pYLG3-d4 kodierte Protein detektiert werden, obwohl es ca. 1 kDa kleiner ist. Es wurde daher
vermutet, dass Gpr1p N-terminal prozessiert wird, also z. B. die Abspaltung eines Signalpep-
tids erfolgt. Der Bereich, welcher von pYLG3-d4 noch kodiert wird, bei dem pYLG3-d5-
kodierten Protein aber bereits fehlt, könnte eine Erkennungssequenz für eine Protease enthal-
ten, welche Gpr1p N-terminal an dieser oder einer anderen Stelle schneidet. Das pYLG3-d5-
kodierte Protein würde in diesem Fall nicht mehr prozessiert werden und könnte somit letzt-
endlich genauso groß sein wie das pYLG3-d4-kodierte und anschließend prozessierte Protein.
Um eine mögliche N-terminale Prozessierung von Gpr1p nachzuweisen, wurde der Protein-
extrakt von PO1d∆gpr1-Transformanden mit den Plasmiden pYLG4 bzw. pYLG4-F61L ana-
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Abbildung 42: Analyse C-terminal verkürzter und YNAYA-deletierter Gpr1p-Konstrukte im Western
Blot. PO1d∆gpr1-Transformanden mit Plasmiden, die für C-terminal verkürztes bzw. YNAYA-deletier-
tes Gpr1p kodieren (siehe Tabelle 17), wurden wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen und die Pro-
ben im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert. Die detektierten Gpr1p-Konstrukte sind mit Pfeilen
markiert. Nur im Fall des WT Gpr1p (K) und bei pG1/2-P265-kodierten Proteinen wurden die phospho-
rylierte und dephosphorylierte Form nachgewiesen. Von PO1d∆gpr1/pG2-P265 wurden Extrakte von
einer essigsäuresensitiven Transformande (P265 [s]) und Extrakte von einer essigsäuretoleranten Trans-
formande (P265 [t]) verwendet. Die Transformanden mit pG1-Plasmiden (WT) wurden nach zweistün-
diger Kultivierung in MG geerntet. Transformanden mit pG2-Plasmiden (mit Mutation von Gpr1-2p)
wurden nach zweistündiger Kultivierung in MG (mit G gekennzeichnete Spuren) und 30 min, nachdem
zum MG Acetat (Acetat-Endkonzentration: 30 mM) zugegeben wurde (mit A gekennzeichnete Spuren),
geerntet. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurde jeweils der Zellextrakt von PO1d∆gpr1/pYLG3 (K)
bzw. PO1d∆gpr1 (∆) verwendet. Links ist der MW-Standard in kDa angegeben.
Abbildung 43: Analyse N-terminal deletierter Gpr1p im Western Blot. Die angegebenen PO1d∆gpr1-
Transformanden mit Plasmiden, die für N-terminal deletiertes Gpr1p kodieren (siehe Tabelle 17), wur-
den nach zweistündiger Kultivierung in ME wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen und die Zellex-
trakte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert. Spezifische detektierte Banden sind durch Pfeile
markiert. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurde jeweils Zellextrakt von PO1d∆gpr1/pYLG3 (K)
bzw, PO1d∆gpr1 (∆) verwendet. Der MW-Standard in kDa ist links angegeben
lysiert. Diese Plasmide kodieren für Gpr1p mit einem um acht Aminosäuren verlängertem N-
Terminus. Würden N-terminale Sequenzen von Gpr1p abgespalten, müssten die durch pYLG4
bzw. pYLG4-F61L kodierten Proteine im Western Blot letztendlich den gleichen Rf-Wert wie
Gpr1p haben. Wie Abbildung 44 zeigt war dies aber nicht der Fall, so dass eine N-terminale
Prozessierung unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 44: A: Analyse von N-terminal verlängertem Gpr1p im Western Blot. PO1d∆gpr1-Trans-
formanden mit pYLG4, pYLG4-F61L und pYLG3 (kodiert Gpr1p) wurden nach zweistündiger Kulti-
vierung in MG (mit G gekennzeichnete Spuren) sowie 30 min nach der Zugabe von Acetat (Endkon-
zentration: 30 mM) zu diesen Kulturen (mit A gekennzeichnete Spuren) geerntet und wie unter 2.7.2
beschrieben aufgeschlossen. Die Analyse der Proben erfolgte mit anti-Gpr1-AK im Western Blot. B: N-
terminale Sequenz des durch pYLG4 bzw. pYLG4-F61L kodierten Proteins (in Gpr1p nicht enthaltene
Aminosäuren sind rot dargestellt).
Da auch C-terminal verlängertes Gpr1p einen kleineren Rf-Wert hatte und damit größer ist als
Gpr1p, kann davon ausgegangen werden, dass ebenfalls keine C-terminale Prozessierung von
Gpr1p stattfindet (Abbildung 45).
Die durch pYLG3-d1 und -d1A kodierten Proteine konnten nicht im Westen Blot nachgewie-
sen werden. Dies könnte dadurch erklärt werden, dass in diesen Konstrukten eine wichtige
antigene Sequenz deletiert ist und die Proteine nicht mehr vom anti-Gpr1-AK erkannt wurden.
PO1d-Transformanden mit den Plasmiden pG2-Y256 und pG2-A247 waren im Gegensatz
zu PO1d∆gpr1-Transformanden, welche die gleichen Plasmiden enthielten, essigsäuresensi-
tiv (siehe 3.5.3). Deshalb wurden neben den Proteinextrakten entsprechender PO1d∆gpr1-
Transformanden auch die Proteinextrakte der PO1d-Transformanden, die C-terminal verkürzte
Gpr1p- und Gpr1-2p-Konstrukte exprimierten, im Western Blot analysiert. Dabei konnte fest-
gestellt werden, dass in PO1d-Transformanden mit pG1-Y256 bzw. pG2-Y256 im Gegensatz
zu Transformanden, die andere für C-terminal deletierte Gpr1p-Konstrukte kodierende Plas-
mide enthielten, keine zusätzliche Phosphorylierung des chromosomal kodierten WT Gpr1p
nach der Acetatzugabe erfolgte (Abbildung 46). Diese Beobachtung konnte in einem anderen
Experiment bestätigt werden (Abbildung 47).
Abbildung 45: Analyse von C-terminal um drei Aminosäuren verlängertem Gpr1p. PO1d∆gpr1-Trans-
formanden mit pYLG1 (kodiert Gpr1-1p) bzw. pTSC1-HA-1 (kodiert für Gpr1-1p + ADP) wurden
nach zweistündiger Kultivierung in MG geerntet und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. Die
Proben wurden im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert. A zeigt den entwickelten Blot, B die
C-terminalen Sequenzen der durch die verwendeten Plasmide kodierten Gpr1-Konstrukte.
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Abbildung 46: Analyse von in PO1d exprimierten C-terminal verkürzten bzw. YNAYA-deletierten
Gpr1p-Konstrukten im Western Blot. Entsprechende PO1d-Transformanden (Plasmide: siehe auch Ta-
belle 17 auf Seite 96), wurden nach zweistündiger Kultivierung in MG-Ura (mit G markierte Spu-
ren) und 30 min nach der Zugabe von Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zur MG-Ura-Kultur (mit
A markierte Spuren) geerntet und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. Die Analyse der Pro-
ben erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK. Repräsentative spezifische detektierte Banden sind
mit Pfeilen markiert (1–8). Pfeile 1 und 2: dephosphoryliertes und phosphoryliertes chromosomal
kodiertes Gpr1p, Pfeile 3 und 4: dephosphorylierte und phosphorylierte Form der durch pG2- bzw.
pG1-P265 kodierten Proteine. Pfeile 5, 6, 7 und 8: durch pG1/2-Y256, pG1/2-A247, pG1/2-F242 und
pG1/2-dYNAYA kodierte Proteine. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurde jeweils der Zellextrakt
von PO1d∆gpr1/pYLG3 (K) bzw. PO1d∆gpr1 (∆) verwendet. In A ist ein etwas länger belichteter Blot
gezeigt als in B. Die mit Ponceau-S gefärbte PVDF-Membran ist in C dargestellt.
Abbildung 47: Phosphatase-Behandlung von Proteinextrakten, die C-terminal verkürzte Gpr1-2p-
Konstrukte und YNAYA-deletiertes Gpr1-2p enthielten. Entsprechende PO1d- und PO1d∆gpr1-Trans-
formanden mit den angegebenen Plasmiden (siehe auch Tabelle 17 auf Seite 96) wurden nach zwei-
stündiger Kultivierung in Glucose-Minimalmedium (mit G markierte Spuren) und 30 min nach der
Zugabe von Acetat (Endkonzentration: 30 mM) zu diesen Kulturen (mit A markierte Spuren) geerntet.
Die Zellen wurden mit Glasperlen aufgeschlossen (siehe 2.7.1). Ein Teil des Proteinextraktes der nach
Acetatzugabe geernteten Zellen wurde anschließend wie unter 2.7.8 beschrieben für 1 h mit λ-PPase
behandelt (mit A+P markierte Spuren). Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit anti-
Gpr1-AK. Mit Pfeilen (1–5) sind die durch die Gpr1p-Konstrukte hervorgerufenen spezifischen Banden
markiert, 1 und 2: dephosphoryliertes und phosphoryliertes, chromosomal kodiertes (in PO1d) Gpr1p,
3: pG2-Y256-kodiertes Protein, 4: pG2-F242-kodiertes Protein, 5: pG2-dYNAYA-kodiertes Protein.
Als Negativkontrolle wurde Zellextrakt von PO1d∆gpr1/pINA237 (∆) verwendet.
Auffällig war weiterhin, dass insbesondere die durch pG1/2-Y256 und pG1/2-A247, aber auch
die durch pG1/2-F242 und pG1/2-dYNAYA kodierten Proteine nur als recht schwache Banden
detektierbar waren (in allen Taschen wurde die gleiche Proteinmenge aufgetragen). In PO1d-
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Transformanden mit den Plasmiden pG1/2-Y256 bzw. pG1/2-A247 war zudem das chromo-
somal kodierte WT Gpr1p in wesentlich geringeren Mengen als in den anderen PO1d-Trans-
formanden nachweisbar.
Alle C-terminal verkürzten WT Gpr1p-Konstrukte zeigten ein schnelleres Laufverhalten als
die entsprechenden C-terminal verkürzten Gpr1-2p-Konstrukte. Dies wurde auch schon mit
NPAPLGL-deletierten und mit unveränderten Gpr1-Proteinen und beobachtet (vergleiche Ab-
bildung 41 auf Seite 95 und Abbildung 40 auf Seite 94). Damit überlagerte sich die dephos-
phorylierte Bande des durch pG1-P265 kodierten Proteins mit der phosphorylierten Bande des
durch genomische DNA kodierten Gpr1p (Abbildung 46, 4. und 5. Spur).
NPAPLGL-deletiertes und zusätzlich mutiertes Gpr1p konnte in PO1d- und PO1d∆gpr1-Trans-
formanden keine Essigsäuresensitivität bewirken (vergleiche 3.5.2). Da weiterhin festgestellt
wurde, dass die NPAPLGL-deletierten Konstrukte von Gpr1p nur in ihrer dephosphorylierten
Form auftraten (vergleiche 3.9.5), wurde die Hypothese aufgestellt, dass nur die phosphory-
lierte Form von mutiertem Gpr1p Essigsäuresensitivität verursachen kann. Um dies zu über-
prüfen, sollte untersucht werden, ob die C- und N-terminal verkürzten Gpr1p-Konstrukte, die
z. T. auch nur in einer Form auftraten, aber den Mutantenphänotyp hervorriefen, stets phospho-
ryliert sind oder ob sie sich mit λ-PPase dephosphorylieren lassen. Für diesen Versuch wurden
Transformanden mit den Plasmiden pG2-Y265 (PO1d-Transformanden sind essigsäuresensi-
tiv) und pG2-F242 bzw. pG2-dYNAYA (Transformanden sind essigsäuretolerant) ausgewählt.
Wie in Abbildung 47 zu sehen ist, erfolgte jedoch keine Dephosphorylierung der durch diese
Plasmide kodierten Konstrukte durch λ-PPase, während das im gleichen Extrakt vorkommen-
de chromosomal kodierte Gpr1p dephosphoryliert wurde.
Die durch die Plasmide pYLG3-d4 und pYLG3-d5 kodierten N-terminalen Deletionen von
Gpr1p bewirkten ebenfalls Essigsäuresensitivität in PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden
(Augstein et al., 2003). Auch hier zeigte sich, dass zwar das chromosomal kodierte Gpr1p,
nicht aber die N-terminal verkürzten Konstrukte, durch λ-PPase dephosphoryliert wurden (Ab-
bildung 48).
Die Hypothese, dass nur die phosphorylierte Form von mutiertem Gpr1p Essigsäuresensitivität
hervorrufen kann, konnte damit nicht bestätigt werden.
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Abbildung 48: Phosphatase-Behandlung von Proteinextrakten, die N-terminal deletierte Gpr1p-Kon-
strukte enthielten. PO1d-Transformanden mit pYLG3-d4 bzw. pYLG3-d5 wurden nach zweistündiger
Kultivierung in MG-Ura (mit G markierte Spuren) und 30 min nach der Zugabe von Acetat (Endkon-
zentration: 30 mM) zu diesen Kulturen (mit A markierte Spuren) geerntet. Die Proben wurden wie
unter 2.7.1 beschrieben aufgeschlossen und ein Teil des zellfreien Extraktes der nach Acetatzugabe ge-
ernteten Zellen wie unter 2.7.8 beschrieben für 1 h mit λ-PPase behandelt (mit A+P markierte Spuren).
Detektierte spezifische Proteinbanden sind mit Pfeilen markiert: Pfeile 1 und 2: dephosphoryliertes und
phosphoryliertes chromosomal kodiertes Gpr1p, Pfeile 3 bzw. 4: durch pYLG3-d4 bzw. pYLG3-d5
kodierte Gpr1p-Konstrukte. Die Analyse der Proben erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK. Als
Negativkontrolle wurde Zellextrakt von PO1d∆gpr1/pINA237 (∆) verwendet.
3.9.7 Untersuchungen zur Identifizierung des Phosphorylierungsortes
Zur Lokalisierung des Phosphorylierungsortes wurden zunächst vorhandene Konstrukte ge-
testet. Dazu wurde der Zellextrakt von PO1d∆gpr1-Transformanden, welche die Plasmide
pG1-S74A, pYLG3-m58 (Y58F) bzw. pG1-T194A enthielten, im Western Blot analysiert.
Allerdings konnten von allen Gpr1-Proteinen, die durch diese Plasmide kodiert werden, beide
Formen bzw. die phosphorylierte Form detektiert werden (Abbildung 49).
Weitere potenzielle Phosphorylierungsorte, die getestet werden sollten, wurden anhand der in
Tabelle 18 aufgeführten Daten ausgesucht. Dabei wurden insbesondere potenziell phosphory-
lierbare Aminosäuren ausgewählt, die nicht innerhalb der potenziellen Transmembrandomä-
nen liegen und für die vom NetPhos 2.0-Programm1 (Blom et al., 1999) eine hohe Phospho-
rylierungswahrscheinlichkeit errechnet wurde.
Die Aminosäure, die im Gpr1p phosphoryliert wird, konnte jedoch nicht identifiziert werden.
Alle bisher getesteten Konstrukte, in denen potenziell phosphorylierbare Aminosäuren ausge-
tauscht waren, konnten weiterhin in beiden Formen bzw. der phosphorylierten Form nachge-
wiesen werden (Abbildung 50).
Abbildung 49: Überprüfung der potenziellen Phosphorylierungsorte Serin74, Tyrosin58 und Threo-
nin194. PO1d∆gpr1-Transformanden mit pG1-S74A (1), pYLG3-m58 (Y58F) (2), pG1-T194A (3) bzw.
pG1-2A (4) wurden für 2 h in MG und MA kultiviert. Danach wurden die Zellen wie unter 2.7.2 be-
schrieben aufgeschlossen und im Western Blot mit anti-Gpr1-AK analysiert.
1http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabelle 18: Auflistung aller potenziell phosphorylierbaren Aminosäuren (aller Serine, Threonine und
Tyrosine) im Gpr1p. Merkmale, die eine Phosphorylierung der jeweiligen Aminosäure favorisieren,
sind grau unterlegt. In der vorliegenden Arbeit ausgetauschte potenziell phosphorylierbare Aminosäu-
ren sind mit X markiert. Spalte AS: jeweilige Aminosäure; Spalte H: Anzahl der Gpr1p-homologen
Proteine, in denen die jeweilige Aminosäure ebenfalls konserviert ist (ausgehend von Abbildung 77
im Anhang ab Seite 156), hellgrau: 10–29 Homologe, grau: ≤ 30 Homologe; Spalte M: Anzahl der
Topologiemodelle, bei denen die potenziell phosphorylierbare Aminosäure innerhalb einer Transmem-
brandomäne vorkommt (vergleiche Tabelle 12 auf Seite 63), hellgrau: 1–3 Topologiemodelle, grau: in
keinem Topologiemodell; Spalte Netphos: vom NetPhos 2.0-Programm errechnete Wahrscheinlichkeit
der Phosphorylierung (Score), hellgrau: 0,500–0,799, grau: ≤ 0,800; Spalte Prosite: vom ScanProsite-
Programm (siehe auch Abbildung 6 auf Seite 62) vorhergesagte potenzielle Phosphorylierungsorte
(CK2: Caseinkinase II-Phosphorylierungsort, PKC: PKC-Phosphorylierungsort, TyrK: Tyrosinkinase-
Phosphorylierungsort).
AS H M Netphos Prosite AS H M Netphos Prosite
T3 0 0 0,294 – S144 37 6 0,020 –
S17 0 0 0,970 CK2 X Y145 39 6 0,023 –
S19 0 0 0,448 – X S151 30 6 0,021 –
S33 0 0 0,949 – X S165 1 0 0,947 CK2 X
S37 0 0 0,747 – Y166 18 0 0,894 – X
S38 0 0 0,994 – X Y179 29 7 0,024 –
Y44 12 0 0,913 – X T187 40 7 0,379 –
Y58 0 0 0,808 TyrK X T191 2 7 0,039 –
T64 16 0 0,086 – X T194 33 6 0,464 PKC X
S74 2 0 0,773 PKC X S197 18 2 0,018 –
S86 13 8 0,012 – T198 19 3 0,008 –
T91 32 8 0,217 – T211 17 8 0,021 –
T92 37 8 0,089 – T221 21 1 0,019 –
S96 26 8 0,012 – T226 0 1 0,036 –
T99 0 5 0,010 – T237 11 8 0,012 –
S109 0 4 0,030 – Y243 42 7 0,042 –
Y118 33 8 0,013 – Y246 8 4 0,192 –
T136 40 2 0,195 – X S255 15 0 0,521 – X
T143 22 6 0,636 – Y256 14 0 0,337 – X
Abbildung 50: Überprüfung der Phosphorylierung von Gpr1p mit ausgetauschten potenziellen Phos-
phorylierungsorten. Je zwei (I, II) PO1d∆gpr1-Transformanden mit den angegebenen Plasmiden wur-
den 5 h in MG kultiviert (aus ÜNK angeimpft), bevor Acetat (Acetat-Endkonzentration: 30 mM) zuge-
geben wurde. Zellen wurden nach fünfstündiger Kultivierung in MG (G) und 30 min nach der Zugabe
von Acetat (A) geerntet und wie unter 2.7.2 beschrieben aufgeschlossen. Die Analyse der Proteine
erfolgte im Western Blot mit anti-Gpr1-AK.
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung des Gpr1
Proteins aus Y. lipolytica durchgeführt. Insbesondere war hierbei die Identifizierung funk-
tionell wichtiger Bereiche des Proteins von Interesse. Weiterhin wurde die Acetatakkumu-
lation in Wildtypzellen, trans-dominanten GPR1-Mutanten und der GPR1-Deletionsmutante
PO1d∆gpr1 gemessen. Außerdem wurden die Membranständigkeit des Proteins verifiziert und
Untersuchungen zur Identifikation von Wechselwirkungspartnern durchgeführt. Im Verlauf der
Arbeit wurde zudem festgestellt, dass Gpr1p in zwei Formen, einer phosphorylierten und einer
dephosphorylierten Form, vorkommen kann. Die Untersuchung der Bedingungen unter denen
diese Phosphorylierung stattfindet, wurde damit ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit.
4.1 Datenbankanalyse der Gpr1p-Sequenz
Gpr1p-homologe Proteine bzw. GPR1-homologe Gene1 konnten in vielen Organismen nach-
gewiesen werden. Bei diesen Organismen handelt es sich insbesondere um Archaebakterien,
Eubakterien und um einzellige und filamentöse Pilze. Keine Gpr1p-homologen Proteine wur-
den bisher in höheren Pflanzen sowie in Vertebraten gefunden (außer dem sehr schwach homo-
logen Protein in M. musculus). Der Befund, dass Gpr1p-Homologe insbesondere in Prokaryo-
ten und „niederen“ Eukaryoten vorkommen, deutet darauf hin, dass das Protein vor allem bei
Organismen, die entweder einzellig sind oder in Zellverbänden leben, nicht aber in Organis-
men mit einem höheren Differenzierungsgrad, eine Rolle spielt.
Während in Y. lipolytica keine weiteren Gpr1p-Homologen vorkommen, treten in anderen Or-
ganismen mehrere Gpr1p-homologe Proteine auf (drei in S. cerevisiae, acht in C. albicans
usw., vergleiche Tabelle 11 ab Seite 57). Es ist aber auch nicht auszuschließen, dass die ei-
gentliche Anzahl der Gpr1p-Homologen in einigen Organismen geringer ist als aus Tabelle 11
hervorgeht, weil z. B. aufgrund von Sequenzierfehlern von einem Gen mehrere verschiedene
Sequenzen in den Datenbanken zu finden sind. In Organismen, die mehrere Gpr1p-Homologe
enthalten, liegt die Vermutung nahe, dass diese in dem jeweiligen Organismus unterschiedliche
Funktionen wahrnehmen. Untersuchungen in S. cerevisiae haben gezeigt, dass die drei Gpr1p-
homologen Proteine in dieser Hefe unterschiedlich exprimiert werden und somit verschiedene
Funktionen ausüben könnten (M. Kuschel, persönliche Mitteilung).
Die Sequenzmotive von Gpr1p, in denen trans-dominante, Essigsäuresensitivität verursachen-
de Mutationen zu Aminosäureaustauschen führen, sind in fast allen Hefen, nicht aber in pro-
karyotischen Gpr1p-Homologen, konserviert. Es kann daher angenommen werden, dass diese
Motive speziell in Hefen eine bestimmte Funktion haben. Unter 4.4.1 wird auf eine mögliche
Funktion dieser Sequenzen näher eingegangen.
Bei allen prokaryotischen Gpr1p-homologen Proteinen fehlt der in eukaryotischen Gpr1p-Ho-
mologen vorkommende hydrophile N-Terminus. Dies könnte darauf hinweisen, dass im N-
1es ist nicht immer geklärt, ob der jeweilige ORF auch wirklich in ein Protein übersetzt wird
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Terminus eukaryotischer Gpr1p-homologer Proteine eine Signalsequenz enthalten ist, welche
für die korrekte Lokalisierung des Proteins von Bedeutung ist. Da im Fall von Gpr1p in Y. lipo-
lytica jedoch ein großer Teil des N-Terminus nicht funktionell zu sein scheint (siehe 4.4.1), ist
dies zumindest für Gpr1p unwahrscheinlich.
Homologien unter den Gpr1p-Homologen finden sich insbesondere in Bereichen der ersten bis
vierten potenziellen Transmembranhelices. Dies könnte darauf hindeuten, dass es sich bei den
Gpr1p-homologen Proteinen um Transmembrantransporter handelt oder dass sie Teil eines
Transportkomplexes sind und eine Pore durch die Membran konserviert ist. Weiterhin wäre
denkbar, dass die konservierten Transmembranbereiche für Interaktionen mit anderen Mem-
branproteinen von Bedeutung sind.
Das ScanProsite-Programm wurde verwendet, um anhand der Proteinsequenz mögliche Mo-
difizierungsorte im Gpr1p zu finden. Die durch das Programm ermittelten potenziellen Phos-
phorylierungsstellen scheinen aber unter den getesteten Bedingungen nicht phosphoryliert zu
werden (vergleiche 3.9.7).
Der potenzielle Glycosylierungsort scheint ebenfalls nicht von Bedeutung zu sein. Das zusätz-
liche Auftreten von Banden im höhermolekularen Bereich konnte nicht auf eine Glycosylie-
rung zurückgeführt werden (vergleiche Abbildung 15 auf Seite 69). Voraussetzung für eine
N-Glycosylierung ist zudem, dass sich der N-Glycosylierungsort in einem größeren Abstand
(ca. 10 Aminosäuren) zu den membranspannenden Domänen befindet und der Loop, in dem
dieser lokalisiert ist, mindestens 30 Aminosäuren groß ist (van Geest and Lolkema, 2000). In
keinem der für Gpr1p vorgeschlagenen Topologiemodelle (vergleiche Tabelle 12 auf Seite 63)
werden diese Parameter erfüllt.
Vom ScanProsite-Programm wurden zudem vier potenzielle N-Myristylierungsorte im Gpr1p
angegeben. Bei der N-Myristylierung wird die Aminogruppe eines N-terminalen Glycins mit
Myristinsäure (CH3(CH2)12COOH) acetyliert (Towler et al., 1988; Grand, 1989). Das Scan-
Prosite-Programm gibt jedoch auch N-Myristylierungsstellen an, wenn sich diese innerhalb
der Proteinsequenz befinden, da durch eine mögliche Prozessierung des Proteins ein myristy-
lierbares Glycin zur N-terminalen Aminosäure werden könnte. Die potenziellen Myristylie-
rungsorte im Gpr1p liegen im C-terminalen Bereich des Proteins, so dass einer möglichen My-
ristylierung von Gpr1p die Abspaltung von mindestens 160 Aminosäuren vorausgehen müsste.
Das mittels SDS-PAGE ermittelte Molekulargewicht von Gpr1p ist mit ca. 23 kDa etwas klei-
ner als das aus der Proteinsequenz berechnete Molekulargewicht von 29,4 kDa. Allerdings
wäre bei einer Abspaltung von mindestens 160 Aminosäuren nur noch ein Molekulargewicht
von ca. 13,5 kDa zu erwarten. Außerdem hätte ein derartig prozessiertes Gpr1p mit den ge-
gen den N-Terminus von Gpr1p gerichteten Antikörpern nicht nachgewiesen werden können.
Zudem waren verschiedene N-terminal deletierte Gpr1p-Konstrukte kleiner als nicht deletier-
tes Gpr1p und zeigten unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeiten, was nach einer
N-terminalen Prozessierung nicht der Fall gewesen wäre. Aus diesen Gründen wird eine mög-
liche Myristylierung von Gpr1p ausgeschlossen.
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Die meisten zur Verfügung stehenden Programme zur Vorhersage der Topologie berechnen für
Gpr1p die Existenz von sechs membranspannenden Domänen und favorisieren die extrazellu-
läre Lokalisierung beider Termini. Bisherige Versuche sprechen aber eher dafür, dass sich der
N-Terminus sowie der erste Loop von Gpr1p auf der cytoplasmatischen Seite und der erste und
dritte Loop von Gpr1p auf der extrazellulären Seite der Plasmamembran befinden. In diesen
Versuchen wurde der ORF für ein artifizielles Phytochelatin hinter die erste, zweite und drit-
te membranspannende Domäne von Gpr1p kloniert. Phytochelatine können Metallionen wie
Silber und Cadmium binden und damit die Schwermetalltoleranz der Zelle erhöhen. In elek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass Transformanden, welche das
artifizielle Phytochelatin hinter der ersten und dritten Gpr1p-Membrandomäne exprimierten,
extrazellulär Silber banden, während dies mit Transformanden, welche das artifizielle Phyto-
chelatin hinter der zweiten Membrandomäne von Gpr1p exprimierten, nicht der Fall war (K.
Schönthier, persönliche Mitteilung).
Die Identifizierung der Phosphorylierungsstelle von Gpr1p würde auch zur Aufklärung der
Topologie des Proteins beitragen, da sich die Phosphorylierungsstelle in einem Bereich des
Proteins befinden sollte, der auf der cytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert ist.
4.2 Acetatakkumulation
GPR1d-Mutanten nahmen schneller Acetat bzw. Essigsäure auf als der Wildtyp B204-12C
und akkumulierten zudem auch größere Mengen von Acetat. Unklar bleibt hierbei, ob dies tat-
sächlich durch eine verstärkte Aufnahme von Acetat in die GPR1d-Mutanten verursacht wird
oder ob diese Zellen Acetat nicht bzw. nur in vermindertem Maße aus der Zelle ausschleusen
können.
Wie die Aufnahme protonierter schwacher Säuren in die Zelle vermindert werden kann, ist
bisher nicht geklärt. Gramnegative Bakterien reagieren auf Säurestress unter anderem mit der
Alkalisierung des periplasmatischen Raumes (Booth et al., 2002). Dadurch könnte es bereits
zur Dissoziation schwacher Säuren im periplasmatischen Raum kommen, womit die Konzen-
tration der protonierten Säure sinkt, welche frei durch die Plasmamembran diffundieren kann.
Auch in Hefen sind Mechanismen nötig, welche durch Veränderungen der Zellwand oder der
Zellmembran oder vielleicht auch durch eine lokale extrazelluläre Alkalisierung der freien
Diffusion protonierter Säuren entgegen wirken. Es wäre denkbar, dass Gpr1p in diese Mecha-
nismen involviert ist. Mutationen im Gpr1p könnten dazu führen, dass diese Prozesse nicht
oder nicht mehr im vollen Ausmaß ablaufen können.
Für einen aktiven Export von Acetat aus der Zelle heraus gibt es in der Literatur bisher keine
Belege. Für andere schwache organische Säuren wie Sorbinsäure (Piper et al., 1998; Holyoak
et al., 1999), Benzoesäure (Henriques et al., 1997) und Octansäure (Viegas et al. 1999) schei-
nen aber Transporter zu existieren, die deren Ausschleusung aus der Zelle bewirken. Es wäre
also auch denkbar, dass ein Transporter für Acetat existiert, der aber in den GPR1d-Mutanten
gehemmt ist, wodurch in diesen eine viel schnellere Akkumulation von Acetat stattfindet. Zu-
mindest in S. cerevisiae sprechen jedoch Befunde von Tenreiro et al. (2000) gegen die Exis-
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tenz einen Acetattransporters, der die Ausschleusung von Acetat bewerkstelligt. Tenreiro et al.
(2000) untersuchten die Acetatakkumulation in S. cerevisiae-Transformanden, welche Azr1p
überexprimierten, im Vergleich zu Transformanden, die ein leeres Kontrollplasmid enthiel-
ten. Neben dem Befund, dass keine Unterschiede zwischen beiden Transformanden auftraten,
stellten die Autoren fest, dass es nach der Zugabe von Glucose zu einem verstärkten Einstrom
von Acetat in die Zellen kommt. Tenreiro et al. (2000) folgerten daraus, dass durch Essigsäure
keine Transmembrantransporter induziert werden, welche Acetat in einem energieabhängigen
Prozess aus der Zelle exportieren. Den verstärkten Einstrom von Acetat nach der Zugabe von
Glucose führten Tenreiro et al. (2000) auf eine Aktivierung von Pma1p zurück. Durch den da-
mit einhergehenden Anstieg des intrazellulären pH-Wertes verschiebt sich das Gleichgewicht
von intrazellulär akkumulierter Essigsäure in Richtung Acetat, so dass erneut Essigsäure in die
Zelle einströmen könnte.
Mittels Patch-Clamp-Analyse wurde die Aktivität der Plasmamembran H+-ATPase in Mem-
branen der Stämme B204-12C und B204-12C-156 gemessen. In den Membranen beider Stäm-
me wurde diese nach Absenkung des intrazellulären pH-Wertes und nach Zugabe von ATP
aktiviert. Wurde jedoch zusätzlich Acetat zugegeben, führte dies in Membranen der GPR1d-
Mutante zur Hemmung der Protonenpumpe, während sie in Membranen des Wildtyps (B204-
12C) aktiviert blieb (L. Shapoval, persönliche Mitteilung).
Diese Daten zeigen, dass in den GPR1d-Mutanten nicht nur Acetat schneller akkumuliert wird,
sondern auch die für die Anpassung an schwache Säuren wichtige Protonenpumpe der Plas-
mamembran (vergleiche 1.2) in ihrer Funktion gestört ist.
Die geringere und ebenfalls wesentlich langsamer ablaufende Acetatakkumulation im Wild-
typstamm B204-12C gegenüber den GPR1d-Mutanten könnte möglicherweise dazu führen,
dass in Wildtypzellen Essigsäureadaptationsprozesse noch ablaufen können, während in den
GPR1d-Mutanten die Konzentration von Protonen bzw. Acetatanionen einen Schwellenwert
übersteigt und damit Essigsäureadaptationsprozesse gehemmt werden. Carmelo et al. (1996)
zeigten, dass in S. cerevisiae bei zu niedrigen pH-Werten die Aktivität und Stabilität von
Pma1p abnimmt. Möglich wäre also, dass die Protonenpumpe in den GPR1d-Mutanten mit
den durch verstärkten Einstrom von Essigsäure generierten Protonen überfordert wäre und
ein damit einhergehendes weiteres Absinken des intrazellulären pH-Wertes zusätzlich zu ihrer
Deaktivierung führt. Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass die Menge der in die Zelle
einströmenden Essigsäure bei niedrigeren extrazellulären pH-Werten auch im Wildtyp (B204-
12C) zunimmt, dieser jedoch in Anwesenheit von Essigsäure wachsen kann. Es wird daher
angenommen, dass mutiertes Gpr1p (Gpr1-2p bei B204-12C-156) die beobachtete Hemmung
der Plasmamembran H+-ATPase auf einem direkteren Wege bewirkt. In S. cerevisiae wird so-
wohl die Expression der Plasmamembran H+-ATPase wie auch deren Aktivität streng kontrol-
liert (Goossens et al., 2000). Letzteres scheint vor allem durch deren Phosphorylierung mittels
verschiedene Kinasen zu erfolgen (Chang and Slayman, 1991; Estrada et al., 1996; Morsom-
me et al., 2000). Wie Gpr1p eine Hemmung der Plasmamembran H+-ATPase in Y. lipolytica
bewirken könnte ist nicht geklärt.
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Die Beobachtung, dass die Akkumulation von Acetat bei niedrigerem pH-Wert (4,4) schneller
erfolgte als bei pH5,5 weist darauf hin, dass auch in Y. lipolytica undissoziierte Essigsäure pas-
siv durch die Plasmamembran diffundieren kann. Dieser Effekt konnte auch in den Stämmen
PO1d und PO1d∆gpr1 beobachtet werden.
Zwischen den Stämmen PO1d und PO1d∆gpr1 konnten hingegen keine Unterschiede bezüg-
lich der Acetatakkumulation beobachtet werden. Dies korreliert mit der Tatsache, dass beide
Stämme in Anwesenheit von Essigsäure wachsen können.
Interessant wäre zu untersuchen, ob auch Unterschiede zwischen PO1d- bzw. PO1d∆gpr1-
Transformanden auftreten, welche Gpr1p (WT) oder aber Gpr1-1p bzw. Gpr1-2p exprimie-
ren. Dadurch könnte untersucht werden, ob bzw. inwieweit die beobachteten Unterschiede
bezüglich der Acetatakkumulation auf pleiotrope Effekte wie z. B. veränderte Membranzu-
sammensetzungen in den Mutanten B204-12C-156, -112, -38 und -112 zurückzuführen sind
(vergleiche 1.6.2).
4.3 Lokalisierung von Gpr1p mittels Zellfraktionierung
Mittels Zellfraktionierung konnte die membranständige Lokalisierung von Gpr1p bestätigt
werden. Die hier durchgeführten Experimente sagen aber nichts darüber aus, in welcher Mem-
bran Gpr1p lokalisiert ist. In früheren Studien (Tzschoppe, 1998; Augstein et al., 2003) konnte
jedoch ein klares Signal des Gpr1p-GFP-Fusionsproteins in der Plasmamembran nachgewie-
sen werden. Die nach längerer Kultivierung in Acetat-Minimalmedium beobachtete Fluores-
zenz in Vesikeln (4–6 h) und in der Vakuole (24 h) könnte auf einen Abbauprozess hindeuten,
bei dem das Fusionsprotein in die Vakuole transportiert wird. Möglicherweise wurde hierbei
der Abbau auch durch die GFP-Fusion beschleunigt. Ein beschleunigter Abbau scheint zumin-
dest im Fall der Gpr1-β-Galactosidase-Fusion aufzutreten, da hier im Western Blot vorallem
Abbaubanden detektiert wurden (Abbildung 13A auf Seite 68).
Weiterhin wurde gezeigt, dass es sich bei Gpr1p um ein integrales Membranprotein handelt.
Dies steht im Einklang mit Hydrophobizitätsanalysen und Berechnungen zur Topologie des
Proteins (vergleiche Tabelle 12 auf Seite 63).
4.4 Ortsspezifische Mutagenese von GPR1
Mittels ortsspezifischer Mutagenese sollte untersucht werden, welche Bereiche von Gpr1p für
dessen Funktion von Bedeutung sind. Von Augstein (2001) wurden bereits die Auswirkun-
gen der Expression N-terminal deletierter Gpr1p-Konstrukte auf den Phänotyp der jeweiligen
PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurden Plas-
mide konstruiert, die für verschiedene C-terminal verkürzte Gpr1p-Konstrukte kodieren und
das Wachstum von Transformanden, die mit diesen Plasmiden transformiert worden waren,
auf essigsäurehaltigen Medien überprüft. Weiterhin wurden die Auswirkungen der Deletion
des für die Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie charakteristischen Motivs NPAPLGL untersucht.
Von besonderem Interesse waren weiterhin die Konsequenzen, die der Austausch von poten-
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ziell phosphorylierbaren Aminosäuren im Gpr1p bewirkte. Die Auswirkungen der wichtigsten
Mutationen, Deletionen und Insertionen auf das Wachstum von Transformanden, welche die
jeweiligen Gpr1p-Konstrukte exprimierten, auf essigsäurehaltigen Medien und auf die De-
phosphorylierbarkeit der jeweiligen Konstrukte sind in Tabelle 19 noch einmal zusammenge-
fasst.
Tabelle 19: Zusammenfassung von Auswirkungen verschiedener Punktmutationen (roter Punkt), De-
letionen (rot markiert) und Insertionen (grün markiert) im Gpr1p auf das Wachstum von mit den ent-
sprechenden Plasmiden transformierten Transformanden auf essigsäurehaltigen Medien (+ Wachstum,
(+) schwächeres und später einsetzendes Wachstum, − kein Wachstum). in Spalte „P“ ist zudem dar-
gestellt, ob das jeweilige Konstrukt mit λ-PPase dephosphoryliert werden konnte (1 = nur die dephos-
phorylierte Form war nachweisbar, 2 = beide Formen waren nachweisbar, n.b. = nicht bestimmt).
Schema Plasmid Beschreibung des kodierten Essigsäuretoleranz P
Proteins PO1d PO1d
∆gpr1
pYLG3 Gpr1p (WT) + + 2
pYLG2 L65→Q (Gpr1-2p) − − 2
– G62→S − − n.b.
– G63→D − − n.b.
pYLG3-m61B F61→E − − n.b.
pG1-S74H+N66S S74→H + N66→S − − n.b.
pYLG1 G248→D (Gpr1-1p) − − 2
pYLG3-d1A Deletion von N2–F61 − − n.b.
pYLG3-d1B Deletion von N2–A60 (+) (+) n.b.
pYLG3-d3 Deletion von H46–G62 − − 2
pYLG3-d5 Deletion von D28–G62 − − 1
pYLG3-d4 Deletion von S37–G62 − − 1
pG1-dNPAPLGL Deletion von N79–L85 im Gpr1p + + 1
pG2-dNPAPLGL Deletion von N79–L85 im Gpr1-2p + + 1
pYLG4 N-terminale Verlängerung um 8 AS + + 2
pYLG4-F61L wie bei pYLG4 + F61→L − − 2
pG1-HA, pG1-Myc HA oder c-myc im 3. Loop nach
D164 von Gpr1p
+ + n.b.
pG2-HA, pG2-Myc HA oder c-myc im 3. Loop nach
D164 von Gpr1-2p
(+) + n.b.
pG2-F242 Gpr1-2p, Deletion von Y243–D270 + + 1
pG2-A247 Gpr1-2p, Deletion von L249–D270 − + 1
pG2-Y256 Gpr1-2p, Deletion von I257–D270 − + 1






pG2-dYNAYA Gpr1-2p, Deletion von Y243–A247 + + 1
pTSC1-HA Gpr1p + C-terminal HA + + 2
pTSC2-HA Gpr1-2p + C-terminal HA − + n.b.
pTSC3-HA Gpr1-1p + C-terminal HA − + n.b.
pTSC3-HA-1 Gpr1-1p + C-terminal ADP − − 2
† bedeutet, dass 3 von 5 Transformanden gut wuchsen, die anderen 2 wuchsen nicht
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Die im Folgenden diskutierten Befunde weisen darauf hin, dass der Bereich von Isoleucin257
bis Prolin265 im C-Terminus von Gpr1p für die Generierung eines Signals (z. B. über Inter-
aktion mit anderen Proteinen), welches zur Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen
führt, verantwortlich ist. Außerdem scheint es nur zur Generierung dieses Signals zu kom-
men, wenn Gpr1p als Di- bzw. Oligomer vorliegt. Für diese Oligomerisierung ist höchstwahr-
scheinlich das YNAYA-Motiv (Tyrosin243–Alanin247) von essenzieller Bedeutung. Des Wei-
teren wird postuliert, dass das FGGTLN-Motiv (Phenylalanin61–Asparagin66) ein Signal auf
den C-Terminus von Gpr1p überträgt, bzw. als Sensor für Acetat fungiert.
4.4.1 Auswirkungen C- und N-terminaler Deletionen von Gpr1p auf das Wachstum
entsprechender Transformanden
Da Mutationen im Gpr1p im Bereich von Phenylalanin61–Asparagin66 (FGGTLN-Motiv) zur
Essigsäuresensitivität führten, wird angenommen, dass dieser Bereich für die Funktion des
Proteins von großer Bedeutung ist. Demgegenüber scheint der N-terminal von Phenylalanin61
gelegene Teil von Gpr1p keine wesentliche funktionelle Bedeutung zu haben. Diese Behaup-
tung basiert auf Befunden, wonach die Expression von N-terminal bis einschließlich Phenyl-
alanin61 deletiertem Gpr1p trotz dieser Deletion zur Essigsäuresensitivität von entsprechen-
den Transformanden führte, während die Expression von N-terminal bis Alanin60 deletiertem
Gpr1p nur noch eine leichte Essigsäuresensitivität verursachte (Augstein, 2001; siehe auch
Tabelle 19). Dabei wird vorausgesetzt, dass eine korrekte Lokalisierung von mutiertem bzw.
in diesem Fall N-terminal deletiertem Gpr1p zur Verursachung der Essigsäuresensitivität not-
wendig ist. Die Ergebnisse deuten demnach darauf hin, dass sich im N-Terminus keine Signal-
sequenzen befinden, die für die korrekte Lokalisierung von Gpr1p unabdingbar sind.
Die Expression gleicher C-terminal verkürzter Gpr1p-Konstrukte hatte z. T. unterschiedliche
Auswirkungen auf die Essigsäuresensitivität der jeweiligen PO1d- und PO1d∆gpr1-Transfor-
manden. So verursachten einige dieser Konstrukte nur in PO1d-Transformanden, nicht aber in
PO1d∆gpr1-Transformanden, Essigsäurehypersensitivität.
Um die durch die verschiedenen Deletionen ausgelösten Effekte zu verstehen, ist es notwen-
dig, sich eine Vorstellung von einer möglichen Funktion von Gpr1p im Zellstoffwechsel zu
machen. Augstein (2001) postulierte, dass Gpr1p in seiner aktiven Form, welche in Abwesen-
heit von Essigsäure auftritt, Essigsäureadaptationsprozesse inhibiert (Abbildung 51A), wäh-
rend es in Anwesenheit von Essigsäure in seine inaktive Form übergeht und somit Essigsäure-
adaptationsprozesse ablaufen können (Abbildung 51B). Im Stamm PO1d∆gpr1 wären daher
diese Prozesse ständig aktiviert, und die Zellen hätte folglich keine Probleme, in Anwesenheit
von Essigsäure zu wachsen. Die Mutationen könnten bewirken, dass Gpr1p nur in der aktiven
Form auftritt, womit Essigsäureadaptationsprozesse permanent inhibiert werden würden (Ab-
bildung 51C und D). Weitere Überlegungen zu dieser Problematik werden unter 4.7 angestellt.
Die Expression von C-terminal bis Tyrosin256 verkürztem Gpr1-2p bzw. Gpr1-1p bewirkte
in den jeweiligen PO1d∆gpr1-Transformanden keine Essigsäuresensitivität. Daher kann ange-
nommen werden, dass ein Signal zur Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen von dem
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bei diesen Konstrukten deletierten Bereich (Isoleucin257–Prolin265) ausgeht (Abbildung 51).
Diese Region ist allerdings nicht besonders stark in anderen Gpr1p-Homologen konserviert.
Der Charakter dieses Signals ist derzeit nicht geklärt. Möglich wäre z. B., dass diese C-termi-
nale Region von Gpr1p für die Interaktion mit anderen Proteinen wichtig ist.
Interessant war allerdings, dass C-terminal bis Tyrosin256 oder Alanin247 verkürztes Gpr1-2p
in PO1d-Transformanden weiterhin Essigsäuresensitivität verursachte. Dies ließ darauf schlie-
ßen, dass es hierbei zu einer Interaktion zwischen dem chromosomal kodierten Gpr1p (WT)
und den jeweiligen C-terminal verkürzten Gpr1p-Konstrukten kam. Daraus wurde geschluss-
folgert, dass Gpr1p Dimere bzw. Oligomere bildet. Damit könnte der Effekt der Mutation
von Gpr1-2p des C-terminal verkürzten Gpr1-2p auf das chromosomal kodierte WT Gpr1p
„übertragen“ werden. Gpr1-2p in dem der C-Terminus bis Phenylalanin242 verkürzt, bzw. nur
das YNAYA-Motiv (Tyrosin243–Alanin247) deletiert war, konnte keine Essigsäuresensitivität
in PO1d-Transformanden verursachen. Es kann daher angenommen werden, dass eine weitere
Verkürzung des C-Terminus (einschließlich des YNAYA-Motivs) oder die alleinige Deletion
des YNAYA-Motivs bewirkt, dass keine Oligomerisierung der mutierten und verkürzten Gpr1p
mit WT Gpr1p stattfinden kann und damit auch der Effekt der Mutation von Gpr1-2p nicht
mehr wirksam ist (nicht mehr auf WT Gpr1p „übertragen“ werden kann). Das YNAYA-Motiv
scheint also für die Oligomerisierung von Gpr1p essenziell zu sei.
In Abbildung 51 ist dargestellt, wie die „Übertragung“ der Essigsäuresensitivität auslösenden
Mutationen erfolgen könnte. Die einzelnen Schemata in Abbildung 51 sollen im Folgenden
näher erläutert werden:
Es wird angenommen, dass in Anwesenheit von Acetat der Bereich um das FGGTLN-Motiv
direkt oder indirekt mit dem C-Terminus eines anderen Gpr1p im Dimer- bzw. Oligomer-
Komplex interagiert und dort eine Konformationsänderung auslöst. Diese könnte dazu führen,
dass das Protein deaktiviert wird und damit Essigsäureadaptationsprozesse aktiviert werden
können. Mutationen im FGGTLN-Motiv (z. B. Mutation von Gpr1-2p) sowie die Verkürzung
des N-Terminus bis einschließlich Phenylalanin61 könnten bewirken, dass es nicht zu dieser
Interaktion kommt und damit Gpr1p bzw. mutiertes Gpr1p aktiv bleibt. Dies hätte wiederum
die Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen zur Folge (Abbildung 51C und E).
Die Mutation des Stammes B204-12C-112 (Gpr1-1p) könnte ebenfalls diese Interaktion ver-
hindern, oder aber auch direkt eine Konformationsänderung des Proteinkomplexes beeinträch-
tigen, welche für den Übergang in die inaktive Form von Gpr1p wesentlich wäre (Abbil-
dung 51D).
Die Expression von C-terminal deletiertem Gpr1p im Stamm PO1d∆gpr1 würde bewirken,
dass der Bereich (Isoleucin257–Prolin265), von dem angenommen wird, dass von ihm ein Sig-
nal zur Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen ausgeht, nicht mehr vorhanden ist und
damit diese PO1d∆gpr1-Transformanden essigsäuretolerant sind (Abbildung 51F).
In PO1d-Transformanden, welche C-terminal bis maximal Alanin247 verkürzte Gpr1p-Kon-
strukte mit der Mutation von Gpr1-2p exprimieren, könnten diese zusammen mit chromo-
somal kodiertem Gpr1p in einen Komplex eingebaut werden und dort dessen Deaktivierung
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Abbildung 51: Mögliche Auswirkungen verschiedener Deletionen und Mutationen auf die hypotheti-
sche Funktion von Gpr1p – die Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen in Abwesenheit von
Essigsäure. Dargestellt sind jeweils zwei miteinander wechselwirkende Gpr1-Proteine. N- und C-
Terminus sind mit N und C markiert. Verschiedene Regionen des Proteins sind durch verschiedene
Farben gekennzeichnet (orange: Region um FGGTLN-Motiv, grün: YNAYA-Motiv, blau: Region von
Glycin248–Tyrosin256, rot: Region von Isoleucin257–Asparaginsäure270). Der rote Punkt steht für die
Mutation L65Q im Gpr1-2p (weitere Erläuterungen im Text).
verhindern, wodurch wieder Essigsäureadaptationsprozesse inhibiert werden würden (Abbil-
dung 51G).
Die weitere Deletion des C-Terminus von Gpr1-2p bis Phenylalnin242 führte ebenso wie die
Deletion von Tyrosin243 bis Alanin247 (YNAYA-Motiv) zur Aufhebung der Essigsäuresensi-
tivität entsprechender PO1d-Transformanden. Dies könnte darauf hindeuten, dass in diesem
Fall keine Di- bzw. Oligomerisierung von Gpr1p stattfinden konnte und somit die mutierten
Konstrukte nicht in einen Gpr1p-Oligomer-Komplex eingebaut wurden. (Abbildung 51H). Als
Monomere haben diese Konstrukte wahrscheinlich aufgrund des fehlenden C-Terminus, einer
veränderten Struktur und/oder aufgrund dessen, dass sie nur als Monomere vorliegen, keine
Wirkung.
Auch einige C-terminal verkürzte WT Gpr1p-Konstrukte führten zu einer leichten Essigsäure-
sensitivität von PO1d-Transformanden (siehe Tabelle 14 auf Seite 73). Mit dem in Abbil-
dung 51 dargestellten Modell kann dieser Effekt jedoch nicht eindeutig erklärt werden. Denk-
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bar wäre, dass ein Gpr1p-Konstrukt mit deletiertem C-Terminus eine Konformationsänderung
von im gleichen Komplex vorkommendem chromosomal kodiertem Gpr1p bewirkt, die dazu
führt, dass Essigsäureadaptationsprozesse teilweise inhibiert werden.
Einige PO1d∆gpr1/pG2-P265-Transformanden konnten normal auf essigsäurehaltigem Me-
dium wachsen, während andere essigsäuresensitiv waren. Dieser Effekt könnte sich dadurch
erklären lassen, dass in den nicht essigsäuresensitiven Transformanden das pG2-P265-kodierte
Protein kaum exprimiert wurde, während in essigsäuresensitiven Transformanden eine norma-
le Expression dieses Proteins beobachtet wurde (Abbildung 42 auf Seite 97). Wie es aller-
dings zu dieser unterschiedlichen Expression und überhaupt zu zwei verschiedenen Arten von
Transformanden kommen konnte, ist nicht geklärt. Möglich wäre, dass in den nicht essigsäure-
sensitiven Transformanden eine Deletion oder Mutation im Promotor vorlag oder andere die
Promotorregulation betreffenden Faktoren beeinträchtigt waren. Dies könnte durch eine bis-
her nicht verstandene Abwehrreaktion der Zelle zustande gekommen sein, die zur Veränderung
des Plasmids führen könnte. Von weiterem Interesse wäre daher die Sequenzierung relevanter
Sequenzen von aus diesen Stämmen reisolierten Plasmiden.
Eine von der in Abbildung 51 beschriebenen Funktionsweise leicht abweichende Möglichkeit
wäre auch, dass der Bereich um das FGGTLN-Motiv im N-Terminus von Gpr1p als Sensor
(direkt oder indirekt) für intrazelluläres Acetat fungiert. Die Anwesenheit von intrazellulärem
Acetat könnte zur Deaktivierung von Gpr1p und damit zur Aktivierung von Essigsäureadapta-
tionsprozessen führen. Mutationen im FGGTLN-Motiv (Gpr1-2p, Gpr1-3p, Gpr1-4p) könnten
bewirken, dass die Anwesenheit von Acetat nicht detektiert werden könnte.
4.4.2 Auswirkungen C-terminaler Fusionen von Gpr1p und Einfluss von Insertionen in
Gpr1p auf das Wachstum entsprechender Transformanden
Ähnliche Effekte wie mit mutiertem, C-terminal deletiertem Gpr1p wurden durch mutiertes,
C-terminal fusioniertes Gpr1p hervorgerufen. Hier wird davon ausgegangen, dass entweder die
Übertragung eines Signals, welches zur Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen führt,
durch die „Blockierung“ des C-Terminus gestört ist (Abbildung 52A und B), oder aber die
vermutete Oligomerisierung von Gpr1p nicht mehr möglich ist, wenn beide Partner C-terminal
fusioniert sind (Abbildung 52C).
Dabei wird angenommen, dass sich zwar Oligomere zwischen C-terminal markierten Gpr1p
und WT Gpr1p bilden können, die Interaktion aber gestört ist, wenn beide bzw. alle Gpr1p
C-terminal markiert sind. Diese Variante wird favorisiert, da auch Gpr1-2p Konstrukte, deren
C-Terminus nicht „blockiert“ ist, welche aber eine Insertion des HA- oder c-myc-Epitops im
dritten Loop von Gpr1p aufweisen (Plasmide pG2-HA und pG2-Myc), keine Essigsäuresensi-
tivität in PO1d∆gpr1-Transformanden bewirkten, aber immer noch zu einer leichten Essig-
säuresensitivität in PO1d-Transformanden führten. Auch hier wird postuliert, dass diese Kon-
strukte mit dem im Stamm PO1d chromosomal kodierten WT Gpr1p in Wechselwirkung treten
können und somit der Effekt der Mutation von Gpr1-2p auf das WT Gpr1p „übertragen“ wer-
den kann (ähnlich wie in Abbildung 51G dargestellt), während keine Interaktion stattfindet,
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Abbildung 52: Mögliche Auswirkungen von C-terminalen Fusionen auf die hypothetische Funktion
von Gpr1p – die Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen in Abwesenheit von Essigsäure. Dar-
gestellt sind jeweils zwei miteinander wechselwirkende Gpr1p-Proteine. N- und C-Terminus sind mit
N und C markiert. Verschiedene Regionen des Proteins sind durch verschiedene Farben gekennzeichnet
(orange: Region um FGGTLN-Motiv, grün: YNAYA-Motiv, blau: Region von Glycin248–Tyrosin256,
rot: Region von Isoleucin257–Asparaginsäure270, grau: Tag z. B. 2xHA). Der rote Punkt steht für die
Mutation L65Q im Gpr1-2p (weitere Erläuterungen im Text).
wenn beide Gpr1p-Konstrukte markiert sind. Allerdings scheinen die postulierten Oligomere
bestehend aus WT Gpr1p und Gpr1p, welches im dritten Loop markiert wurde, nicht besonders
stabil zu sein, da die jeweiligen PO1d-Transformanden nur leicht essigsäuresensitiv sind.
Nicht alle C-terminalen Fusionen führten jedoch zur Aufhebung des Effektes der Mutation von
Gpr1-1p. So waren Transformanden mit den Plasmiden pTSC3-HA-1 und pTSC3-HA-2 wei-
terhin essigsäuresensitiv (vergleiche Tabelle 15 auf Seite 74). Im Fall des durch pTSC3-HA-1
kodierten Proteins kann dies dadurch erklärt werden, dass die drei zusätzlichen C-terminalen
Aminosäuren keine weiteren Auswirkungen haben. Nicht geklärt ist jedoch, wieso auch durch
pTSC3-HA-2 kodierte Proteine, welche C-terminal mehr zusätzliche Aminosäuren enthalten
als pTSC3-HA-kodierte Proteine, keine Essigsäuresensitivität zeigten.1 Allerdings war auch
eine PO1d∆gpr1/pTSC3-HA-Transformande essigsäuresensitiv, während zwei andere keine
Essigsäuresensitivität zeigten (vergleiche Tabelle 15 auf Seite 74). Damit trat hier ein ähnli-
cher Effekt wie mit dem Plasmid pG2-P265 auf, der bisher nicht verstanden wird.
4.4.3 Auswirkungen weiterer GPR1-Mutationen auf das Wachstum entsprechender
Transformanden
Während die Expression von WT Gpr1p, dessen NPAPLGL-Motiv (Familienmotivs der Gpr1-
Fun34-YaaH-Proteinfamilie) deletiert war, keine sichtbaren Auswirkungen hatte, führte die
Expression von NPAPLGL-deletiertem Gpr1-1p oder Gpr1-2p nicht mehr zur Essigsäure-
hypersensitivität der jeweiligen PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden. Dies kann dadurch
erklärt werden, dass dieses Motiv für die Funktion von Gpr1p essenziell ist und damit seine
Entfernung zum Funktionsausfall führt. Die NPAPLGL-Deletion würde damit einen ähnlichen
Effekt wie die Deletion von GPR1 im Stamm PO1d∆gpr1 haben.
Der Austausch verschiedener, in dieser Arbeit getesteter, potenziell phosphorylierbarer Ami-
nosäuren hatte keinen Einfluss auf die Essigsäuretoleranz von entsprechenden PO1d- und
1die C-terminale Sequenz dieser Proteine ist in Tabelle 8 auf Seite 45 angegeben
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PO1d∆gpr1-Transformanden. Es wird daher angenommen, dass die getesteten potenziellen
Phosphorylierungsorte keiner Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung unterliegen und un-
ter den untersuchten Bedingungen keine Bedeutung für die Funktion von Gpr1p haben. Al-
lein das Vortäuschen einer Phosphorylierung von Threonin194 durch dessen Austausch durch
Asparaginsäure führte zur Aufhebung der Essigsäuresensitivität verursachenden Wirkung der
Mutationen von Gpr1-1p und Gpr1-2p (Tabelle 13 auf Seite 71). Threonin194 liegt in einem
PKC-Erkennungsmotiv (TLK), welches zudem in vielen Gpr1p-Homologen konserviert ist,
so dass diesem Effekt ursprünglich eine größere Bedeutung beigemessen wurde. Da jedoch
auch Gpr1p mit durch Alanin ausgetauschten Threonin194 phosphoryliert werden kann (Ab-
bildung 49 auf Seite 101), wird davon ausgegangen, dass Threonin194 keine Bedeutung als
PKC-Phosphorylierungsort hat. Möglich wäre aber, dass die strukturelle Veränderung, die der
Austausch von Threonin194 in die strukturell recht unterschiedliche Aminosäure Asparagin-
säure mit sich bringen könnte, die Funktion von Gpr1p stört, also Gpr1p deaktiviert, während
dies beim Austausch in die strukturell ähnlichere Aminosäure Alanin nicht der Fall wäre. In
deaktiviertem Gpr1p wären auch die Mutationen, welche Essigsäuresensitivität verursachen,
nicht mehr wirksam (ähnlich wie im Fall der NPAPLGL-Deletion).
Der Austausch von Phenylalanin61 durch Leucin (Plasmid pYLG4-F61L) im Gpr1p führ-
te trotz der N-terminalen Verlängerung um acht Aminosäuren zur Essigsäuresensitivität von
PO1d- und PO1d∆gpr1-Transformanden, welche die entsprechenden Proteine exprimierten.
Auch die Expression von N-terminal mit GST fusioniertem Gpr1p(F61L) (p426Met25-GG2-
kodiert) in S. cerevisiae DBY747 bewirkte eine höhere Sensitivität der Transformanden ge-
genüber Essigsäure als als die Expression von N-terminal mit GST fusioniertem WT Gpr1p
(p426Met25-GG1-kodiert). Dies war insofern zu erwarten, da auch S. cerevisiae-Zellen, die
Gpr1-1p bzw. Gpr1-2p exprimieren, nicht mehr auf essigsäurehaltigem Medium wachsen kön-
nen (M. Kuschel, persönliche Mitteilung). Somit scheint die Fusion des N-Terminus eine mög-
liche Funktionalität von Gpr1p nicht weiter zu beeinträchtigen. Interessant ist in diesem Zu-
sammenhang auch, dass das von p426Met25-GG2 kodierte Protein (GST-Gpr1p(F61L)) im
Western Blot eine wesentlich schwächere Bande als das von p426Met25-GG1 kodierte Prote-
in ergab. Dass der Austausch von Phenylalanin61 durch Leucin im Gpr1p die Essigsäuresensi-
tivität entsprechender Transformanden bewirkte, war nicht weiter verwunderlich, da auch der
Austausch von Phenylalanin61 durch Glutaminsäure zur Essigsäuresensitivität entsprechen-
der Transformanden führte (Augstein et al., 2003; siehe auch Tabelle 19 auf Seite 108) und
Phenylalanin61 in räumlicher Nähe zu den Aminosäuren liegt, die im Gpr1-2p, Gpr1-3p und
Gpr1-4p mutiert sind (vergleiche Tabelle 2 auf Seite 18).
Warum GST-Gpr1-Fusionen in Y. lipolytica (PO1d bzw. PO1d∆gpr1) nicht nachgewiesen wer-
den konnten, ist nicht geklärt. Es wird aber angenommen, dass die Proteine in Y. lipolytica
nicht gebildet wurden bzw. einem sehr schnellen Abbau unterlagen. Diese Annahme beruht
darauf, dass die von den Plasmiden pYLGnt-GST-GFP bzw. pYL-GST-GFP kodierten Prote-
ine auch nicht mit anti-GFP-AK detektierbar waren.
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4.5 Untersuchungen zur Identifizierung von Wechselwirkungspartnern
von Gpr1p
Mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden war es nicht möglich, Interaktionspartner
für Gpr1p zu finden. Die Suche nach Proteinen, welche mit Gpr1p interagieren, wird ins-
besondere dadurch erschwert, dass Gpr1p einen hohen Anteil hydrophober und potenziell
membranspannender Bereiche hat. Bei der Verwendung des gesamten Proteins für klassische
Bindungstests (z. B. Coimmunpräzipitation) würde es daher zu unspezifischen hydrophoben
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen kommen. Aus diesem Grund sollten nur der hy-
drophile C- und N-Terminus von Gpr1p für Bindungsstudien verwendet werden. Dies hat
allerdings den Nachteil, dass Interaktionen, die nicht nur über die Termini von Gpr1p, son-
dern auch spezifisch über die hydrophoben Bereiche des Proteins vermittelt werden, nicht
nachgewiesen werden können. Wechselwirkungen zwischen membranspannende Bereichen
spielen aber höchstwahrscheinlich bei der Interaktion mit anderen Membranproteinen und so-
mit auch bei der angenommenen Di- bzw. Oligomerisierung von Gpr1p eine entscheidende
Rolle. Zum Nachweis von Wechselwirkungen zwischen Membranproteinen ist eigentlich das
„Split-Ubiquitin“-System (Stagljar et al., 1998) prädestiniert. Allerdings scheinen alle bisher
durchgeführten Markierungen von Gpr1p mit verschiedenen Tags die Funktion des Proteins
zu beeinträchtigen. Aufgrund der Befunde, dass PO1d∆gpr1-Transformanden mit Plasmiden,
die für C-terminal fusioniertes oder im dritten Loop markiertes Gpr1-2p bzw. Gpr1-1p ko-
dieren (pTSC2/3-HA, pYLG2-GFP, pG2-HA, pG2-Myc) nicht mehr essigsäuresensitiv waren,
während PO1d-Transformanden mit den gleichen Plasmiden Essigsäuresensitivität aufwiesen,
wurde geschlussfolgert, dass es zwar noch zu einer Interaktion zwischen WT Gpr1p (ohne
Tag) und einem markierten Gpr1p kommen kann, dass aber die vermutete Di- bzw. Oligo-
merisierung nicht mehr erfolgt, wenn beide (alle) Gpr1p mit Tags markiert sind (vergleiche
auch 4.4.2). Aus diesem Grund ist auch das „Split-Ubiquitin“-System für den Nachweis der
Gpr1p-Oligomerisierung wenig geeignet, da zur Anwendung dieser Methode beide potenziel-
len Interaktionspartner markiert werden müssen.
4.6 Expression und Phosphorylierung von Gpr1p
4.6.1 Expression und Phosphorylierung von Gpr1p nach dem Verbrauch der C-Quelle
Die Expression von Gpr1p wurde in den Stämmen PO1d und B204-12C mittels Western Blot
untersucht. Außerdem wurden verschiedene Bedingungen getestet, die zur Phosphorylierung
bzw. Dephosphorylierung von Gpr1p führten. Zur Untersuchung der Phosphorylierung (siehe
3.9) wurden höher auflösende Maxigele verwendet, so dass beide Formen von Gpr1p aufge-
trennt werden konnten, während für Expressionsstudien (siehe 3.8) Minigele verwendet wur-
den, womit Gpr1p in diesen Versuchen nur als einzelne Bande detektierbar war.
Nach längerer Kultivierung in Glucose- wie auch in Ethanol-Minimalmedium konnten nur
noch sehr geringe Mengen von Gpr1p nachgewiesen werden, wenn die pH-Wert-Absenkung
116 Diskussion
des Kulturmediums, die während er Kultivierung erfolgte, nicht korrigiert wurde. Der niedrige
pH-Wert wirkte letztendlich wachstumslimitierend, so dass zumindest beim Einsatz höherer
Glucosekonzentrationen von 1–2 % die eingesetzte Glucose nicht vollständig verbraucht wer-
den konnte. Die verminderte Expression von Gpr1p konnte jedoch nicht allein auf den nied-
rigen pH-Wert zurückgeführt werden, da niedriger pH-Wert allein die Expression von Gpr1p
nicht zu beeinflussen scheint (Abbildung 37 auf Seite 92). In Glucose-Acetat-Mischmedium
wurde nach längerer Kultivierung eine hohe Gpr1p-Konzentration detektiert, obwohl auch hier
der finale pH-Wert der Kultur (ca. pH2) sehr niedrig war (Abbildung 26 auf Seite 85). Höchst-
wahrscheinlich bewirkte hier das nicht verbrauchte Acetat, dass Gpr1p weiterhin stärker ex-
primiert wurde. Beim Einsatz von Glucose-Acetat-Mischmedium wurden zudem höhere Zell-
dichten erreicht als mit Glucose-Minimalmedium, was auf die zusätzliche C-Quelle (Acetat)
zurückgeführt werden könnte. Die Ursache für die niedrige Gpr1p-Expression nach längerer
Kultivierung der Zellen in Glucose- oder Ethanol-Minimalmedium bleibt aber ungeklärt.
Wurde dagegen der pH-Wert des Mediums konstant gehalten, konnte festgestellt werden, dass
die Gpr1p-Konzentration nach dem Verbrauch der C-Quelle konstant blieb bzw. eher etwas zu-
nahm (vergleiche Abbildungen 29, 30 und 31 ab Seite 87). Ein Vergleich der Wachstumskurve
in Abbildung 26 auf Seite 85 mit der Wachstumskurve der Glucose-Kultur in Abbildung 29
auf Seite 87 zeigt zudem, dass ohne pH-Limitation höhere Zelldichten erreicht wurden.
Wie auch mit geringeren Glucosekonzentrationen (0,1 %) nachgewiesen werden konnte, kam
es mit dem Verbrauch der C-Quelle zur Dephosphorylierung von Gpr1p, so dass, wenn die
C-Quelle vollständig verbraucht war, nur noch dephosphoryliertes Gpr1p vorlag. Der gleiche
Effekt wurde auch bei der Verwendung von Acetat als C-Quelle beobachtet. Allerdings konn-
te hier schon die Dephosphorylierung einiger Gpr1p-Moleküle beobachtet werden, bevor die
Zellen das Wachstum wieder aufnahmen (Abbildung 31 auf Seite 88). Die Dephosphorylie-
rung aller vorhanden Gpr1p-Moleküle schien jedoch erst nach dem vollständigen Verbrauch
von Acetat zu erfolgen.
Da die Dephosphorylierung von Gpr1p nach dem Entfernen der C-Quelle sehr schnell abläuft
(innerhalb von ca. 20 min nach dem Entfernen der C-Quelle, vergleiche Abbildung 32 auf
Seite 89), wird vermutet, dass die Dephosphorylierung unter diesen Bedingungen induziert
wird. In Zellextrakten, welche fast nur phosphoryliertes Gpr1p enthielten (Zellen, die 30 min
auf Glucose-Acetat-Minimalmedium kultiviert wurden), konnte auch nach längerer Inkubation
(75 min) der Proben bei 28 °C keine Dephosphorylierung von Gpr1p festgestellt werden (Da-
ten nicht gezeigt), woraus geschlussfolgert werden kann, dass die Dephosphorylierung nicht
durch permanent anwesende, unspezifische Phosphatasen erfolgt. Erst nach dem Verbrauch
der C-Quelle scheint es zur Aktivierung bzw. Induktion einer Phosphatase zu kommen, wel-
che spezifisch Gpr1p dephosphoryliert. Die schnelle Dephosphorylierung von Gpr1p nach dem
Verbrauch der C-Quelle scheint damit für die Zelle von Bedeutung zu sein.
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4.6.2 Expression und Phosphorylierung von Gpr1p nach der Zugabe einer neuen
C-Quelle
Die Zugabe einer neuen C-Quelle zu Kulturen, in denen aufgrund der aufgebrauchten C-Quelle
nur dephosphoryliertes Gpr1p nachgewiesen wurde, führte zur Phosphorylierung von Gpr1p.
Glucose, Ethanol, Glycerol und Ölsäure bewirkten aber nicht die Phosphorylierung von allen
in der Zelle vorhandenen Gpr1p-Molekülen (vergleiche Abbildung 34 auf Seite 91).
Außerdem erfolgte nach dem Transfer von Zellen aus Glucose-Übernachtkulturen, in denen
nur noch eine sehr schwache Expression von Gpr1p nachzuweisen war, in frisches Medium
(neue C-Quelle) eine schnelle (innerhalb der ersten halben Stunde) Induktion der Expression
von Gpr1p (Abbildung 26 auf Seite 85).
In Anwesenheit von Acetat scheint noch mehr Gpr1p in der phosphorylierten Form benötigt zu
werden. In zuvor in Glucose-Minimalmedium kultivierten Zellen, in denen ungefähr die Hälf-
te der Gpr1p-Moleküle phosphoryliert war, führte die Zugabe von Acetat innerhalb von ca.
10 min zur Phosphorylierung aller in der Zelle vorhandener Gpr1p-Moleküle. Im Gegensatz
zu anderen C-Quelle betraf damit die durch Acetat hervorgerufenen Phosphorylierung fast
alle in der Zelle vorkommenden Gpr1p-Moleküle und verlief zudem schneller als die durch
andere C-Quellen verursachte Gpr1p-Phosphorylierung. In Zellen, die längere Zeit ohne C-
Quelle kultiviert worden waren, erfolgte jedoch auch nach der Zugabe von Acetat nur noch die
Phosphorylierung eines Teils der Gpr1p-Moleküle (Abbildung 35 auf Seite 91). Dies könnte
dadurch erklärt werden, dass die Zellen nach längerer Kultivierung ohne C-Quelle alle Nähr-
stoffreserven aufgebraucht haben und der Stoffwechsel erst wieder anlaufen muss. Aus diesem
Grund fehlt höchstwahrscheinlich auch die für die Phosphorylierung nötige Energie.
Die durch Acetat hervorgerufene Phosphorylierung ist nicht vom pH-Wert des Mediums ab-
hängig (Abbildung 36 auf Seite 92). Es scheint also keine Rolle zu spielen, ob hauptsächlich
Acetat oder Essigsäure vorliegt. Daraus könnte geschlussfolgert werden, dass es keine Korre-
lation zwischen der Phosphorylierung und dem Essigsäuresensitivität auslösenden Effekt gibt,
da zwar Essigsäure und Acetat die Phosphorylierung von Gpr1p bewirkten, aber nur proto-
nierte Essigsäure, zum Wachstumsstopp von Zellen führt, die mutiertes Gpr1p exprimieren
(Augstein, 2001).
Wie bereits erwähnt, treten nach einiger Zeit der Kultivierung (ca. 2 h) in Anwesenheit von
Acetat wieder beide Formen von Gpr1p auf. Wurde Acetat als alleinige C-Quelle verwendet,
erfolgte dies bereits zu einem Zeitpunkt, zu dem noch kein Wachstum der Kultur festgestellt
werden konnte. Die phosphorylierte Form von Gpr1p scheint also insbesondere in der Anpas-
sungsphase an eine neue C-Quelle eine Rolle zu spielen. Hierbei sind in diesem Zusammen-
hang keine Prozesse gemeint, welche die Abwehr der toxischen Wirkungen von Essigsäure
zum Ziel haben, sondern die Anpassungsmechanismen, die zur Verwertung von Acetat als C-
Quelle nötig sind (Induktion des Glyoxylatzyklus usw., siehe 1.4). Da die Phosphorylierung
auch durch andere C-Quellen hervorgerufen wird, ist die Phosphorylierung von Gpr1p wahr-
scheinlich auch bei der Anpassung an andere neue C-Quellen von Bedeutung. Denkbar wäre,
dass phosphoryliertes Gpr1p zur Induktion der Verstoffwechslung der vorhandenen C-Quelle
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führt. Derzeit ist jedoch nicht geklärt, ob und inwieweit die Phosphorylierung von Gpr1p wirk-
lich für die Anpassung an eine neue C-Quelle erforderlich ist oder ob es sich hierbei nur um
einen sekundären Effekt handelt. Interessant wäre daher zu testen, welche Auswirkung der
Austausch der bisher nicht bekannten Phosphorylierungsstelle von Gpr1p hat.
Der Effekt von Acetat auf die Expression von Gpr1p ist z. T etwas widersprüchlich. So er-
folgte die Gpr1p-Expression in Glucose-Acetat-Mischmedium schneller als in Medium mit
Acetat als alleiniger C-Quelle, woraus geschlussfolgert werden könnte, dass die Glucose-
Komponente im Mischmedium zur Induktion von Gpr1p führte. Andererseits kann nach län-
gerer Kultivierung der Zellen (Ansäuerung des Mediums) in Glucose-Acetat-Mischmedium
Gpr1p noch in relativ hohen Konzentrationen nachgewiesen werden, während dies in Glucose-
Minimalmedium nicht der Fall war (vergleiche Abbildung 26 auf Seite 85). Unter diesen Be-
dingungen könnte die Acetat-Komponente des Glucose-Acetat-Mischmediums für die weite-
re Expression von Gpr1p verantwortlich gemacht werden. Zudem führte Acetat als alleinige
C-Quelle erst nach längerer Zeit zu einer deutlichen Induktion der Gpr1p-Expression (Abbil-
dung 26), während die Phosphorylierung von Gpr1p unter diesen Bedingungen sehr schnell
erfolgte.
Diese Effekte könnten aber dadurch erklärt werden, dass Gpr1p wahrscheinlich in mindes-
tens zwei Prozesse involviert ist – in die Regulation des Metabolismus (Anpassung an neue
C-Quelle) einerseits und in Essigsäureadaptationsprozesse andererseits. Es wäre also denkbar,
dass Gpr1p nach dem Transfer der Zellen in Acetat-Minimalmedium vorerst nicht in beson-
ders hoher Konzentration benötigt wird, zumal angenommen wird, dass es in Anwesenheit
von Essigsäure zur Deaktivierung von Gpr1p kommt. Hierbei ist die Deaktivierung gemeint,
die dazu führt, dass eine mögliche Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen aufgeho-
ben wird (vergleiche 4.4 und 4.7). Da auch PO1d∆gpr1 in Anwesenheit von Essigsäure wach-
sen kann, wird Gpr1p für Essigsäureadaptationsprozesse, welche nach dem Transfer in Acetat
erst einmal ablaufen müssten, eigentlich nicht direkt benötigt. Nachdem die Zelle an Essig-
säure adaptiert ist, würde Gpr1p aber möglicherweise benötigt, um die Verstoffwechslung von
Acetat zu induzieren. Nach ca. 4 h, als bei der Kultivierung in Acetat-Minimalmedium eine
Zunahme der OD600 registriert werden konnte, kam es auch zu einer vermehrten Expression
von Gpr1p (vergleiche Abbildung 26 auf Seite 85). Eine ausbleibende Induktion der Verstoff-
wechslung von Acetat könnte möglicherweise das gegenüber PO1d-Transformanden verzö-
gerte Anwachsen von PO1d∆gpr1-Transformanden in Acetat-Minimalmedium erklären (ver-
gleiche 3.3). Angenommen, dass Gpr1p den Stoffwechsel der vorhandenen C-Quelle induziert,
wäre eine verstärkte Expression von Gpr1p auch in Gegenwart von Glucose (als leicht verwert-
barer C-Quelle) im Glucose-Acetat-Mischmedium sinnvoll. Nach dem Verbrauch von Gluco-
se ist in diesem Medium aber immer noch Acetat vorhanden, welches bewirken könnte, dass
Gpr1p weiterhin exprimiert wird. Auf eine weitere mögliche Funktion, welche Gpr1p nach
dem Verbrauch der C-Quelle ausüben könnte – der Aktivierung eines möglichen Ammonium-
transporters – wird unter 4.7 näher eingegangen.
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Die Ergebnisse zur Expression von Gpr1p stehen z. T. im Gegensatz zu den Promotorstudien
von Augstein (2001). Augstein (2001) zeigte, dass der GPR1B-Promotor (GPR1-Promotor
von PO1d) durch Ethanol und Acetat gleichermaßen induziert wurde, während Glucose re-
primierend wirkte. In der vorliegenden Arbeit wurde demgegenüber auch eine Induktion der
Gpr1p-Expression in Medium mit Glucose als alleiniger C-Quelle, sowie in Glucose-Acetat-
Mischmedium beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde Gpr1p bei der Verwendung von Acetat
als alleiniger C-Quelle erst nach ca. vier Stunden vermehrt exprimiert.
Allerdings sollte bei der Interpretation dieser Versuche beachtet werden, dass sich die ver-
schiedenen Western Blots in Abbildung 26 auf Seite 85 nur bedingt untereinander vergleichen
lassen, da die entsprechenden Gele nicht gemeinsam geblottet und die Blots auch nicht ge-
meinsam entwickelt wurden. Antikörper gegen einen geeigneten internen Standard standen
nicht zur Verfügung. Dennoch konnte auch bei anderen Versuchen kein reprimierender Effekt
von Glucose bzw. ein induzierender Effekt von Ethanol oder Acetat gegenüber Medium oh-
ne C-Quelle festgestellt werden (vergleiche Abbildung 30 auf Seite 88 und Abbildung 34 auf
Seite 91), wie er bei Augstein (2001) beschrieben wird.
Die Expressionsstudien von Augstein (2001) beruhen auf lacZ-Reportergenanalysen. Die hier-
bei verwendeten Plasmide kodieren für β-Galactosidase bzw. für ein Gpr1-β-Galactosidase-
Fusionsprotein, wobei die Synthese der jeweiligen mRNA-Transkripte unter Kontrolle des
GPR1B-Promotors erfolgte. Nicht auszuschließen wäre daher, dass die mRNA von β-Galacto-
sidase, bzw. die des Gpr1-β-Galactosidase-Fusionsproteins, eine andere Stabilität aufweist als
die mRNA von Gpr1p. Weiterhin könnte posttranslational auf die jeweiligen Proteine Einfluss
genommen werden. So scheint das Gpr1-β-Galactosidase-Fusionsprotein sehr instabil zu sein,
da im Western Blot vor allem Abbaubanden des Proteins sichtbar waren (siehe Abbildung 15
auf Seite 69). Gpr1p ist demgegenüber wahrscheinlich recht stabil. Obwohl die Genexpression
von GPR1 im Stamm B204-12C 50 bis 100 mal geringer ist als die im Stamm PO1d (Augstein
et al., 2003), konnte das Protein auch im Stamm B204-12C nachgewiesen werden (Abbil-
dung 27 auf Seite 86). Es scheint sich also über die Zeit anzureichern und keinem schnellen
„Turnover“ zu unterliegen.
In Vollmedium mit Glucose erfolgte nur eine sehr schwache Expression von Gpr1p. Leicht
gesteigert wurde diese, wenn statt Glucose Ethanol oder Acetat verwendet wurde. Y. lipolytica
ist in der Lage, sehr gut die im Vollmedium enthaltenen Proteine zu verwerten. Wahrscheinlich
wird unter diesen Bedingungen Gpr1p nicht benötigt. Dem steht jedoch gegenüber, dass Hefe-
extrakt und Pepton zu einer schnellen Phosphorylierung von Gpr1p führten (Abbildung 34 auf
Seite 91). Hierbei könnte aber wiederum eine Rolle spielen, dass phosphoryliertes Gpr1p in
die Induktion der Verstoffwechslung von den im Pepton enthaltenen C-Quellen involviert ist.
Es ist allerdings anzunehmen, dass die Regulation der Genexpression von GPR1 nicht von
besonderer Bedeutung ist. Einige Y. lipolytica Stämme (H194, B204-12C, B204,12A-213 und
CXAU1) enthalten im GPR1-Promotor das Ylt1-Retrotransposon, was dazu führt, dass die
Expression von GPR1 sehr gering ist (2–4 Miller Units) und der Promotor keiner Regulati-
on durch die C-Quelle unterliegt (Augstein, 2001). Diese Stämme zeigen jedoch bezüglich
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des Wachstums auf Acetat und anderen C-Quellen keine Einschränkung gegenüber Stämmen,
welche den authentischen GPR1-Promotor enthalten. Die geringe und unveränderte Expres-
sion von Gpr1p im Stamm B204-12C bei dessen Kultivierung in Medien mit verschiedenen
C-Quellen konnte im Western Blot bestätigt werden (Abbildung 27 auf Seite 86).
4.6.3 Einfluss anderer Faktoren auf die Expression und Phosphorylierung von Gpr1p
Andere Stressoren wie hypo- oder hyperosmotischer Stress hatten keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von Gpr1p. In Abwesenheit von Glucose kam es in destilliertem Wasser
oder in 0,5 M NaCl-Lösung zur Dephosphorylierung von Gpr1p (Abbildung 38 auf Seite 93).
Dieser Effekt wurde aber ebenfalls bei Kultivierung der Zellen in Minimalmedium ohne Glu-
cose (oder ohne andere C-Quelle) beobachtet. Auch bezüglich der Expression traten keine
Unterschiede zwischen Zellen auf, die in destilliertem Wasser oder in 0,5 % NaCl-Lösung
inkubiert worden waren. Augstein (2001) konnte ebenfalls keine durch hohe Salzkonzentra-
tionen bewirkte Veränderungen der GPR1-Expression feststellen.
Die Art der verwendeten Stickstoffquelle (NH4H2PO4 oder Glutamin) hatte auch keinen Ein-
fluss auf die Phosphorylierung von Gpr1p (Abbildung 39 auf Seite 94).
Ebenso konnte keine wesentliche Beeinflussung der Phosphorylierung von Gpr1p durch den
extrazellulären pH-Wert festgestellt werden (Abbildung 37 auf Seite 92). Auch hier zeigte
sich, dass Gpr1p in Abwesenheit der C-Quelle dephosphoryliert wurde. Dieser Effekt war
allerdings bei pH2,5 verzögert. Dies könnte darauf zurückgeführt werden, dass der Stoffwech-
sel bei diesem niedrigen pH-Wert generell gestört ist und damit wahrscheinlich die benötigte
Phosphatase nicht in ausreichender Menge gebildet wurde oder aber durch den niedrigen pH-
Wert nicht vollständig aktiv war.
4.6.4 Phosphorylierung von Wildtyp Gpr1p, Gpr1-1p und Gpr1-2p
Gpr1-2p unterschied sich bezüglich der Phosphorylierung nicht vom WT Gpr1p. Im Fall von
Gpr1-1p verlief die Phosphorylierung dagegen nach der Zugabe von Acetat langsamer und
betraf auch nicht alle Gpr1-1p-Moleküle (vergleiche Abbildung 33 auf Seite 90 und Abbil-
dung 40 auf Seite 94). Die Gpr1-1p exprimierenden Zellen unterlagen bei diesen Versuchen
keiner Nährstofflimitation, so dass es sich hierbei nicht um den gleichen Effekt handelt wie bei
Wildtyp-Gpr1p-exprimierenden Zellen, in denen nach der Zugabe von Acetat auch nicht alle
vorhandenen Gpr1p-Moleküle phosphoryliert wurden, wenn zuvor eine längere Kultivierung
der Zellen in Medium ohne C-Quelle erfolgte (vergleiche Abbildung 35 auf Seite 91). Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass die Mutation von Gpr1-1p (G248D) die Phosphory-
lierung beeinträchtigt. Die Mutation von Gpr1-2p (L65Q) bewirkt jedoch keine Beeinträchti-
gung der Phosphorylierung, führt aber dennoch zur Essigsäuresensitivität. Es wird daher davon
ausgegangen, dass kein Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung bzw. Dephosphory-
lierung von Gpr1p und den Essigsäuresensitivität auslösenden Mutationen besteht. Dies wurde
bereits aufgrund der Befunde vermutet, wonach sowohl Acetat wie auch protonierte Essigsäure
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zur Phosphorylierung von Gpr1p führten (vergleiche 4.6.2). Auch die verzögerte und nicht
alle Gpr1-1p betreffende Phosphorylierung ist wahrscheinlich nicht der Grund für den Essig-
säuresensitivität auslösenden Effekt dieser Mutation. Die unter 4.4.1 postulierten Formen von
Gpr1p, welche Essigsäureadaptationsprozesse hemmen (aktiv) bzw. nicht hemmen (inaktiv),
scheinen also nicht durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung ineinander überzugehen.
Auch nach längerer Kultivierung in essigsäurehaltigem Medium von PO1d∆gpr1-Transfor-
manden mit Plasmiden, die für mutiertes Gpr1p kodieren, konnte eine Expression von Gpr1-2p
und Gpr1-1p nachgewiesen werden, die ungefähr gleich der Gpr1p-Expression im Stamm
PO1d∆gpr1/pYLG3 war (Abbildung 40A auf Seite 94). Die Transformanden, welche mutier-
tes Gpr1p exprimierten, konnten in diesem Medium nicht wachsen. Damit kam es auch nicht
zum Verbrauch der C-Quellen (Glucose und Acetat) und damit auch nicht zur Dephosphory-
lierung von Gpr1-2p und Gpr1-1p, während Gpr1p (Transformanden konnten wachsen) gegen
Ende der Kultivierung dephosphoryliert vorlag. Die hohe Konzentration der mutierten Gpr1-
Proteine nach längerer Kultivierung der Zellen in essigsäurehaltigem Medium deutet darauf
hin, dass Gpr1-2p, wie auch Gpr1-1p, weiterhin exprimiert wurden, obwohl dies das Wachs-
tum der Zellen verhinderte. Dies würde bedeuten, dass auch die Zellen, die mutiertes Gpr1p
exprimierten, weiterhin metabolisch aktiv waren. Dafür, dass zumindest ein Großteil der Zel-
len lebensfähig blieb, spricht auch, dass diese Zellen wieder gut auf Medium ohne Essigsäure
anwuchsen (vergleiche Abbildung 40C auf Seite 94).
Gpr1-2p zeigte gegenüber Gpr1p und Gpr1-1p einen etwas kleineren Rf-Wert. Dies könnte auf
das leicht höhere Molekulargewicht von Gpr1-2p (29 453 Da) gegenüber Gpr1p (29 438 Da)
zurückgeführt werden. Allerdings ist eher anzunehmen, dass die Mutation im Gpr1-2p eine
andere Struktur des Proteins bewirkt, und damit dessen elektrophoretische Beweglichkeit ver-
mindert. Würde nur vom Molekulargewicht ausgegangen werden, müsste eigentlich Gpr1-1p
(MW: 29 496 Da) den kleinsten Rf-Wert aufweisen.
4.6.5 Western-Blot-Analyse C-und N-terminal verkürzter Gpr1p
Die Deletion von bestimmten Teilen des N- und C-Terminus sowie die des NPAPLGL- und
YNAYA-Motivs im Gpr1p führte dazu, dass diese Konstrukte im Western Blot unter Bedin-
gungen, bei denen sonst beide Formen von Gpr1p auftraten (phosphorylierte und dephospho-
rylierte Form), nur noch als einzelne Bande detektiert wurden (vergleiche Abbildung 41 auf
Seite 95 und Abbildungen 42 und 43 auf Seite 97). Da sich der Rf-Wert keiner dieser Banden
nach Behandlung mit λ-PPase änderte, kann davon ausgegangen werden, dass diese deletier-
ten Gpr1p-Konstrukte nur dephosphoryliert vorkommen können. Da insbesondere auch keine
Dephosphorylierung pYLG3-d4- und pYLG3-d5-kodierter Proteine möglich war, diese Kon-
strukte aber in PO1d- sowie PO1d∆gpr1-Transformanden zur Essigsäuresensitivität führten
(Augstein et al., 2003), ist es auszuschließen, dass der Essigsäuresensitivität auslösende Ef-
fekt nur von der phosphorylierten Form von Gpr1p hervorgerufen werden kann.
Im Fall des C-terminal bis Tyrosin256 verkürzten Konstruktes enthielt die deletierte Sequenz
keine phosphorylierbaren Aminosäuren (Serin, Threonin oder Tyrosin) und das Konstrukt wur-
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de dennoch nur als einzelne dephosphorylierte Bande sichtbar (Abbildungen 42, 46 und 47 ab
Seite 97). Da auch Tyrosin256 und Serin255, deren mögliche Phosphorylierung durch die Dele-
tion benachbarter Sequenzen beeinflusst hätte sein können, nicht als Phosphorylierungsstellen
identifiziert werden konnten, ist dieser C-terminale Bereich von Gpr1p (Isoleucin257–Prolin265)
wahrscheinlich für die Erkennung der Kinase, welche Gpr1p phosphoryliert, von Bedeutung.
Auch Gpr1p mit deletiertem YNAYA-Motiv (Tyrosin243–Alanin247), deletiertem NPAPLGL-
Motiv (Asparagin79–Leucin85) sowie deletierten N-terminalen Sequenzen konnte nicht mehr
phosphoryliert werden. Bei den beiden Tyrosinen im YNAYA-Motiv könnte es sich theo-
retisch um Phosphorylierungsstellen handeln. Allerdings liegen diese Aminosäuren höchst-
wahrscheinlich innerhalb einer membranspannenden Domäne und auch die vom Netphos-
Programm vorhergesagte Phosphorylierungswahrscheinlichkeit ist recht gering (siehe Tabel-
le 18 auf Seite 102). Das NPAPLGL-Motiv enthält keine potenziellen Phosphorylierungsorte.
Auch die Störung einer möglichen Phosphorylierung des benachbarten Serin86 ist unwahr-
scheinlich, da alle Topologiemodelle für diese Aminosäure eine Lokalisierung innerhalb der
Membran postulieren. Im N-terminalen Bereich wurden alle potenziellen Phosphorylierungs-
orte bis auf Threonin3 und Serin37 auf ihre Funktionalität überprüft, so dass es unwahrschein-
lich ist, dass sich der Phosphorylierungsort in diesem Bereich befindet. Neben der Möglich-
keit, dass es sich bei dem Phosphorylierungsort um Tyrosin242, Tyrosin246, Threonin3 oder
Serin37 handelt, ist es ebenfalls möglich, dass in der dreidimensionalen Struktur von Gpr1p
die aufgeführten Sequenzen eng beieinander liegen und gemeinsam eine Erkennungseinheit
für eine Kinase bilden. Nach der Deletion einer dieser Sequenzen könnte die Kinase nicht
mehr binden und die Phosphorylierung von Gpr1p würde ausbleiben. Weiterhin besteht auch
die Möglichkeit, dass Gpr1p nur dann phosphoryliert werden kann, wenn es als Oligomer
vorliegt. C-terminal verkürzte bzw. deletierte Konstrukte, bei denen das YNAYA-Motiv fehlt,
welches für die vermutete Oligomerisierung wesentlich zu sein scheint (vergleiche 4.4.1 auf
Seite 110), konnten auch nur in ihrer dephosphorylierten Form nachgewiesen werden (verglei-
che Abbildung 47 auf Seite 99).
Unerwartet war zudem auch die Beobachtung, dass C-terminal bis Prolin265 verkürztes Gpr1p
eine geringere elektrophoretische Beweglichkeit hatte als WT Gpr1p. Ein ähnlicher Effekt
trat auch bei N-terminal deletierten Gpr1p-Konstrukten auf. Das durch pYLG3-d4 kodierte
Protein hatte hier ungefähr den gleichen Rf-Wert wie das durch pYLG3-d3 kodierte Prote-
in, obwohl sich beide in ihrer Größe um ca. 1 kDa unterscheiden. Die Hypothese, dass eine
N- oder C-terminale Prozessierung von Gpr1p stattfindet und diese Deletionen diese Prozes-
sierung stören, konnte allerdings nicht bestätigt werden. Gpr1p, welches N- bzw. C-terminal
einige zusätzliche Aminosäuren enthielt, war größer als unverändertes Gpr1p (Abbildungen 44
und 45 auf Seite 151). Wäre dagegen ein Teil des N- bzw. C-Terminus abgespalten worden,
hätte erwartet werden können, dass diese Konstrukte im Western Blot den gleichen Rf-Wert
wie Gpr1p gehabt hätten. Nicht auszuschließen ist allerdings, dass diese Abspaltung von Se-
quenzen durch die zusätzlichen N- bzw. C-terminalen Aminosäuren verhindert wurde. Weitere
Untersuchungen sind daher nötig, um diesen Effekt zu verstehen. Eine mögliche Ubiquitiny-
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lierung der deletierten Proteine, die zu einem höhermolekularen Protein führen würde, ist un-
wahrscheinlich, da einerseits kein vermehrter Abbau dieser Konstrukte detektiert wurde und
die N-terminale Aminosäure (Methionin) dieser Proteine diese nicht nicht für einen durch
Ubiquitin gesteuerten Abbau prädestiniert. Eine mögliche Erklärung wäre allerdings, dass sie
aufgrund ihrer veränderten Sequenz auch nach der Behandlung mit SDS eine andere Struktur
einnahmen und somit ein anderes Laufverhalten zeigten, als aufgrund ihrer Größe zu erwarten
war.
Einige C-terminal verkürzte Gpr1p-Konstrukte, vor allem die durch die Plasmide pG1/2-Y256
und pG1/2-A247 kodierten Proteine, ergaben im Western Blot ein deutlich schwächeres Signal
als die nicht verkürztem Gpr1p bzw. die pG1/2-P265-kodierten Proteine (vergleiche Abbildun-
gen 42 und 46 auf Seite 97 bzw. Seite 99). Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass diese
Konstrukte schneller abgebaut werden. Bei Membranproteinen kann dies durch Endocytose
des Bereichs der Membran erfolgen, in dem sich das abzubauende Protein befindet. Die ent-
stehenden Vesikel fusionieren später mit der Vakuole, wo es zum Abbau der Proteine kommt.
In Gpr1-GFPp exprimierenden Zellen konnte die von dem Fusionsprotein ausgehende Fluores-
zenz in der Plasmamembran, später aber auch in intrazellulären Vesikeln und letztendlich in
der Vakuole, detektiert werden (Augstein et al., 2003). Dieser Befund zeigt, dass der Abbau
von Gpr1p wahrscheinlich über den oben beschriebenen Weg erfolgt.
In PO1d-Transformanden mit den Plasmiden pG1/2-Y256 bzw. pG1/2-A247 war zudem chro-
mosomal kodiertes WT Gpr1p in wesentlich geringeren Mengen als in anderen PO1d-Trans-
formanden nachweisbar (vergleiche Abbildung 46 auf Seite 99). Diese Daten sprechen dafür,
dass chromosomal kodiertes Gpr1p hier zusammen mit den jeweiligen Plasmid-kodierten, ver-
kürzten Gpr1p-Konstrukten in einem Komplex vorkommt und damit der Abbau des gesamten
Komplexes induziert wird. Eine Interaktion zwischen pG2-Y256- bzw. pG2-A247-kodierten
Proteinen mit chromosomal kodiertem WT Gpr1p wurde bereits aufgrund der Befunde postu-
liert, dass PO1d-Transformanden mit den entsprechenden Plasmiden essigsäuresensitiv waren,
während PO1d∆gpr1-Transformanden mit den gleichen Plasmiden keine Essigsäuresensitivi-
tät zeigten (vergleiche 4.4.1). Bei den weiterhin detektierbaren chromosomal kodierten WT
Gpr1p, könnte es hauptsächlich sich um Gpr1p-Moleküle handeln, die in Oligomer-Komplexen
vorkamen, die kein C-terminal verkürztes Gpr1p enthielten und somit keinem verstärkten Ab-
bau unterlagen. Dennoch muss davon ausgegangen werden, dass Heterooligomere bestehend
aus WT Gpr1p und C-terminal verkürztem Gpr1p ebenfalls in genügend hoher Konzentrati-
on vorkamen, da wahrscheinlich nur durch sie Essigsäurehypersensitivität verursacht werden
kann (vergleiche 4.4.1). Wahrscheinlich genügen hier aber schon sehr niedrige Konzentratio-
nen, da mutiertes Gpr1p auch in Anwesenheit von einem ca. 100fachen Überschuss WT Gpr1p
Essigsäuresensitivität bewirkte (Augstein et al., 2003).
PO1d-Transformanden mit den Plasmiden pG2-F242 und pG2-dYNAYA waren essigsäure-
tolerant, so dass davon ausgegangen wurde, dass die durch diese Plasmide kodierten Proteine
nicht mehr mit chromosomal kodiertem Gpr1p interagieren können. In diesen Transformanden
konnte auch eine höhere (normale) Konzentration von chromosomal kodiertem Gpr1p detek-
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tiert werden, obwohl die pG1/2-F242- bzw. pG1/2-dYNAYA-kodierten Konstrukte selbst nur
als schwache Banden im Western Blot nachweisbar waren (Abbildung 46 auf Seite 99). Diese
Daten bestätigen damit die unter 4.4.1 aufgestellte Hypothese, wonach Gpr1p Dimere bzw.
Oligomere bildet und das YNAYA-Motiv für die Oligomerisierung essenziell ist.
Des Weiteren war in PO1d-Transformanden mit pG1-Y256 und pG2-Y256 nach Zugabe von
Acetat keine zusätzliche Phosphorylierung des chromosomal kodierten Gpr1p zu beobachten
(Abbildungen 46 und 47 ab Seite 99). Anzumerken ist, dass dieser Effekt mit beiden Konstruk-
ten, sowohl mit C-terminal deletierten WT Gpr1p als auch mit C-terminal deletierten Gpr1-2p,
auftrat.
Ausgehend von der Annahme, dass Gpr1p Oligomere bzw. Dimere bildet, wäre es möglich,
dass die Kinase, die Gpr1p phosphoryliert, an einem anderen Gpr1p im Oligomer-Komplex
bindet, als an dem, das sie phosphoryliert. Wie bereits erläutert, scheint, der Bereich von
Isoleucin257–Prolin265 eine wichtige Erkennungssequenz für diese Kinase zu sein, so dass aus-
gehend von den getroffenen Annahmen in einem Komplex aus C-terminal verkürztem Gpr1p,
in dem dieser Bereich fehlt, und WT Gpr1p keine Phosphorylierung des WT Gpr1p stattfinden
könnte. Diese Theorie erklärt aber nicht, warum es nicht wenigstens zur Phosphorylierung von
Oligomeren kommt, welche nur aus WT Gpr1p bestehen.
Eine andere Erklärungsmöglichkeit wäre daher, dass die Kinase, welche Gpr1p phosphory-
liert, zusammen mit dem C-terminal verkürztem Gpr1p schnell abgebaut wird. Aufgrund des-
sen könnte bei Zugabe von Acetat nicht ausreichend Kinase zur Verfügung stehen, um zur
Phosphorylierung von Gpr1p zu führen. Die vorkommende Menge der Kinase wäre aber mög-
licherweise ausreichend, um einen Teil des Proteins während der Kultivierung auf Glucose zu
phosphorylieren. Eine Bindung der Kinase an C-terminal verkürztes (pG1/2--Y265-kodiertes)
Gpr1p würde jedoch der oben aufgestellten Hypothese widersprechen, wonach der Bereich
von Isoleucin257–Prolin265, der in diesen Konstrukten fehlt, für die Erkennung der Kinase von
Bedeutung ist. Denkbar wäre aber, dass die Kinase an WT Gpr1p bindet, welches zusammen
mit C-terminal verkürztem Gpr1p in einem Oligomer-Komplex vorkommt. Wie bereits bespro-
chen, werden diese Komplexe wahrscheinlich schnell abgebaut, womit es auch zum Abbau der
Kinase kommen würde.
4.6.6 Untersuchungen zur Identifizierung des Phosphorylierungsortes
Die Aminosäure, welche in Gpr1p phosphoryliert wird, konnte nicht identifiziert werden. Da
jeweils nur zwei Banden von Gpr1p detektiert werden konnten, wird allerdings davon aus-
gegangen, dass es sich nur um einen Phosphorylierungsort handelt. In weiteren Versuchen
sollten neben den bereits unter 4.6.5 erwähnten potenziellen Phosphorylierungsorten im Gpr1p
(Tyrosin243, Tyrosin246, Threonin3 und Serin37) auch Serin197, Serin198, Threonin221 und Thre-
onin226 bezüglich ihrer Relevanz als Phosphorylierungsorte getestet werden. Obwohl auch hier
die vom Netphos-Programm berechneten Phosphorylierungswahrscheinlichkeiten gering sind,
wird für sie nur von 1–3 Topologiemodellen eine Lokalisierung innerhalb der Membran vor-
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hergesagt. Zudem sind sie, bis auf Threonin226, in mehreren Gpr1p-Homologen konserviert
(vergleiche Tabelle 18 auf Seite 102).
4.7 Mögliche Funktionen von Gpr1p
Die tatsächliche Funktion von Gpr1p konnte bisher nicht vollständig geklärt werden. Ausge-
hend von eigenen Ergebnissen und Daten aus der Literatur soll aber dennoch ein hypotheti-
sches Modell zur Funktion des Proteins aufgestellt werden. Zum besseren Verständnis sollen
vorab nochmals die wichtigsten Befunde aus der Literatur sowie Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zusammengefasst werden.
Aufgrund der Tatsache, dass Veränderungen im Gpr1p Essigsäuresensitivität verursachen, kann
davon ausgegangen werden, dass das Protein eine Rolle im Anpassungsprozess an Essigsäure
spielt.
Kujau et al. (1992) beobachteten im Stamm B204-12C-112 ein schnelles Absinken der En-
zymaktivitäten der Acetyl-CoA-Synthetase (ACS), Isocitratlyase (ICL) und Malatsynthase
(MAS) statt der eigentlich zu erwartenden Aktivierung dieser Enzyme durch Acetat. Die Ex-
pression von mutiertem Gpr1p führt jedoch auch in Anwesenheit von Glucose zur Essigsäure-
sensitivität, obwohl die oben genannten Enzyme zur Verwertung von Glucose nicht essen-
ziell sind (Tzschoppe et al., 1999). Weiterhin können Y. lipolytica-Zellen, welche mutiertes
Gpr1p exprimieren, normal mit Acetat als alleiniger C-Quelle wachsen, wenn die Konzentrati-
on von undissoziierter Essigsäure aufgrund eines ausreichend alkalischen pH-Wertes des Me-
diums kleiner als 0,5 mM ist (Augstein, 2001 und eigene Beobachtungen). Der Acu−-Phänotyp
der GPR1d-Mutanten, also das Ausbleiben des Wachstums auf essigsäurehaltigen Medien,
wird daher nicht durch ein Unvermögen dieser Zellen zur Acetatverwertung (Induktion des
Glyoxylatzyklus) bzw. zur Acetataufnahme hervorgerufen, sondern ist auf eine Hypersensi-
tivität dieser Zellen gegenüber undissoziierter Essigsäure zurückzuführen. Im Folgenden soll
daher nochmals auf die Wirkung von Essigsäure und mögliche Adaptationsprozesse der Zelle
eingegangen werden, die durch schwache Säuren induziert werden.
Schwache Säuren wie Essigsäure diffundieren bei niedrigem pH-Wert durch die Zellmembran
und dissoziieren im Cytoplasma aufgrund des dort vorherrschenden höheren pH-Wertes. Da-
mit kommt es zur Ansäuerung des Cytoplasmas sowie zur Akkumulation der Säureanionen, die
infolge ihrer Ladung die Zelle nicht mehr verlassen können. Die Ansäuerung des Cytoplasmas
bewirkt unter anderem die Hemmung der Glycolyse (vergleiche 1.1). Nach der Zugabe schwa-
cher Säuren verlassen die Zellen den Zellzyklus und stellen ihr Wachstum vorübergehend ein
(Piper et al., 2001). Erst nachdem sie sich an die neuen Bedingungen angepasst haben, kön-
nen sie ihr Wachstum wieder aufnehmen (Piper et al., 2001). Bereits adaptierte Zellen zeigen
bei erneuter Umsetzung in Medium, welches schwache Säuren enthält, keine lag-Phase (Pi-
per et al., 2001; vergleiche auch Abbildung 11 auf Seite 66). Nicht geklärt ist, wie schwache
Säuren bewirken, dass die Zelle den Zellzyklus verlässt bzw. nach der Adaptation an schwa-
che Säuren wieder in den Zellzyklus eintritt. Nur ein Teil der Zellen ist nach dem Transfer in
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essigsäurehaltiges Medium in der Lage, später wieder anzuwachsen. Eine mögliche Erklärung
dafür wäre, dass nur Zellen, die sich gerade in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, in der
Lage sind, den Zellzyklus zu verlassen und in die G0-Phase überzugehen, während Zellen,
welche sich in der S-, G2-, oder M-Phase befinden, absterben.
Während für andere als Konservierungsmittel eingesetzte schwache Säuren wie Sorbinsäure
und Benzoesäure angenommen wird, dass sie zur Bildung von freien Radikalen führen und
damit zusätzlich oxidativen Stress verursachen sowie die Membranstruktur stören, geht man
davon aus, dass Essigsäure hauptsächlich über die Ansäuerung des Cytoplasmas wirkt (Pi-
per et al., 2001). Befunde, wonach schwache Säuren wie Milchsäure, Brenztraubensäure und
Bernsteinsäure das Wachstum der GPR1d-Mutanten nicht behindern (Tzschoppe et al., 1999;
Augstein, 2001), weisen ebenfalls darauf hin, dass sich Essigsäurestress wahrscheinlich von
dem durch andere schwache Säuren ausgelösten Stress unterscheidet.
Die Anpassungsprozesse an schwache Säuren, die während der lag-Phase in der Zelle ablau-
fen, sind weitgehend ungeklärt. Sie müssen allerdings eine erneute Neutralisierung des Cyto-
plasmas zum Ziel haben. Dies kann durch die Aktivität von Protonenpumpen erreicht werden,
welche Protonen in die Vakuole und aus der Zelle heraus transportieren. Um einen Ladungs-
ausgleich zu gewährleisten, ist aber ebenso der Export von Säureanionen notwendig. Aller-
dings würden diese Prozesse nur zu einem unnötigen Energieverbrauch führen, wenn nicht
gleichzeitig die Aufnahme der undissoziierten Säure begrenzt wird. Die metabolische Entfer-
nung der Säureanionen scheint ebenfalls zur Erhöhung der Resistenz beizutragen. So wird die
hohe Toleranz von Z. bailii gegenüber Acetat unter anderem darauf zurückgeführt, dass diese
Hefe zur simultanen Verwertung von Acetat und Glucose befähigt ist (Sousa et al., 1998; Piper
et al., 2001). Weitere Mechanismen könnten globale Veränderungen des Proteoms umfassen,
so dass die Zelle auch bei niedrigerem intrazellulären pH-Wert ihren Stoffwechsel aufrecht
erhalten kann.
Piper et al. (1998) und Holyoak et al. (1999) identifizierten in S. cerevisiae Pdr12p als einen
Transporter für Sorbat, Benzoat und Fluoreszein. Die Deletion des PDR12-Gens bewirkt eine
höhere Sensitivität der Zellen gegenüber Sorbat, Benzoat, Propionat und Acetat. Piper et al.
(1998) stellten aufgrund ihrer Befunde ein Modell auf, wonach in an schwache Säuren adap-
tierten Zellen Pma1p Protonen aus der Zelle pumpt, während Pdr12p den Export intrazellulär
akkumulierter Säureanionen bewerkstelligt.
Auf der Grundlage dieses Modells wurde von Augstein et al. (2003) ein Modell vorgeschlagen,
wonach Gpr1p als Sensor für intrazelluläres Acetat fungiert und in Abwesenheit von Acetat
die Plasmamembran H+-ATPase und ein Pdr12p-Homologes in Y. lipolytica inhibiert. In An-
wesenheit von Acetat würde diese Hemmung aufgehoben und Acetatanionen sowie Protonen
könnten aus der Zelle geschleust werden. Die Deletion von GPR1 hätte damit zur Folge, dass
die Pma1p- und Pdr12p-Homologen in Y. lipolytica ständig aktiv wären und die Zellen somit
stets an Essigsäure adaptiert sind. Für die mutierten Gpr1-Proteine wurde dagegen angenom-
men, dass diese nicht deaktiviert werden können und so permanent Essigsäureadaptationspro-
zesse hemmen.
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Die mittels Patch-Clamp-Analyse festgestellte Hemmung der H+-ATPase in Anwesenheit von
Acetat in der GPR1d-Mutante B204-12C-156 (L. Shapoval, persönliche Mitteilung) würde die
Annahme stützen, dass Gpr1p die Aktivität der Plasmamembran H+-ATPase beeinflusst (siehe
auch 4.2). Auch die Befunde, wonach GPR1d-Mutanten schneller Acetat akkumulierten als
der Wildtyp, jedoch keine Unterschiede zwischen dem Wildtypstamm PO1d und der GPR1-
Deletionsmutante PO1d∆gpr1 auftraten (vergleiche 4.2), können sich mit Hilfe dieses Modells
erklären lassen.
Neuere Untersuchungen zeigten allerdings, dass Pdr12p nicht durch Acetat induziert wird
(Kren et al., 2003). Auch Henriques et al. (1997) konnten den aktiven Transport von Benzoe-
säure in S. cerevisiae (wahrscheinlich ebenfalls Pdr12p-vermittelt) durch verschiedene organi-
sche Säuren wie Benzoesäure, Sorbinsäure, Hexansäure, Octansäure, Salicylsäure, Buttersäure
und Propionsäure, nicht aber durch Essigsäure und Ethanol, induzieren.
Damit scheint es unwahrscheinlich, dass das in Y. lipolytica vorkommende PDR12-Homolo-
ge für einen Acetattransporter kodiert. In dem im Folgenden beschriebenen Modell (Abbil-
dung 53) wird deshalb von einem bisher noch nicht identifizierten Acetattransporter ausge-
gangen, der die Ausschleusung von Acetat aus der Zelle bewerkstelligt.
Palková et al. (2002) postulierten, dass es sich bei den Gpr1p-homologen Proteinen um Am-
moniumtransporter handelt, welche Ammoniumionen aus der Zelle heraus transportieren. Der
anschließend entstehende Ammoniak fungiert als Signalsubstanz, welche benachbarten Ko-
lonien Nährstoffmangel signalisiert, woraufhin diese ihr Wachstum einstellen (Palková et al.,
1997; 2002; vergleiche auch 1.6.9). Die Annahme, dass Gpr1p-homologe Proteine Ammoni-
umtransporter sind, basiert auf Microarray- und Northern-Blot-Analysen, mit deren Hilfe eine
stark erhöhte Expression der drei GPR1-Homologen in S. cerevisiae in der durch verstärkte
Ammoniakproduktion geprägten alkalischen Phase festgestellt werden konnte (Palková et al.,
2002). Palková et al. (2002) zeigten weiterhin, dass Stämme, in denen jeweils eines der GPR1-
homologen Gene deletiert ist, weniger Ammoniak produzieren. Die Hypothese, dass es sich
bei diesen Proteinen um Ammoniumtransporter handelt, stützt sich außerdem auf leichte Ho-
mologien zu einem möglichen Ammoniumtransporter aus Caenorhabditis elegans (vergleiche
Abbildung 54 auf Seite 132) und auf die Tatsache, dass Zellen von Kolonien der alkalischen
Phase resistenter gegenüber toxischem Methylammoniak sind als Zellen von Kolonien der sau-
ren Phase (Palková et al., 2002). Aufgrund der sehr geringen Homologie von Gpr1p zu dem
potenziellen Ammoniumtransporter aus C. elegans (vergleiche Abbildung 54 auf Seite 132)
wird jedoch nicht angenommen, dass es sich bei Gpr1p selbst um einen Ammoniumtrans-
porter handelt. Denkbar wäre jedoch, dass Gpr1p auf die Aktivität eines hypothetischen Am-
moniumtransporters Einfluss nimmt. Nach dem Verbrauch der C-Quelle konnte fast nur noch
dephosphoryliertes Gpr1p nachgewiesen werden (vergleiche 3.9.2). Unter diesen Bedingun-
gen wäre auch die durch Nährstoffmangel ausgelöste Ammoniumproduktion sinnvoll. Es ist
also denkbar, dass dephosphoryliertes Gpr1p zur Aktivierung eines hypothetischen Ammoni-
umtransporters beiträgt.
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Da die Zugabe einer C-Quelle die Phosphorylierung von Gpr1p bewirkte, könnte weiterhin
angenommen werden, dass Gpr1p in die Regulation der Verstoffwechslung dieser C-Quelle
involviert ist. Denkbar wäre, dass phosphoryliertes Gpr1p ein Glied in einer Signaltransdukti-
onskette ist, die induzierend auf den Stoffwechsel und damit auf den Abbau der vorhandenen
C-Quelle einwirkt.
In Abbildung 53 sind die hier aufgestellten Überlegungen schematisch dargestellt. Das in die-
ser Abbildung dargestellte Modell für eine hypothetische Funktion von Gpr1p soll im Folgen-
den näher erläutert werden:
Abbildung 53A:
In Abwesenheit von Acetat, also z. B. beim Wachstum der Zellen mit Glucose als C-Quelle,
werden keine Essigsäureadaptationsprozesse benötigt. In diesem Fall wird angenommen, dass
Abbildung 53: Hypothetisches Modell zur Funktion von Gpr1p im Zellstoffwechsel. Die einzelnen
Schemata sind im Text erläutert. Mit grünen Pfeilen sind aktivierende Prozesse, rot inhibierende Prozes-
se dargestellt. Ebenso sind Proteine im aktiven Zustand grün und im inaktiven Zustand rot gekennzeich-
net. Gestrichelte Pfeile signalisieren, dass die jeweiligen Reaktionen bzw. Prozesse im verminderten
Maße stattfinden. Die eingekreisten „P“ sollen die Phosphorylierung von Gpr1p verdeutlichen, wobei
die nicht ausgefüllten Kreise die Phosphorylierung eines Teils der Gpr1p-Moleküle und grau ausgefüll-
te Kreise die Phosphorylierung aller Gpr1p darstellen sollen. AcT: hypothetischer Acetattransporter,
AmT: hypothetischer Ammoniumtransporter, AS-Pool: Aminosäurepool.
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Gpr1p aktiv ist und damit das Pma1p-Homologe in Y. lipolytica und einen hypothetischen
Acetattransporter inhibiert. Außerdem könnte Gpr1p Prozesse, welche die Zellmembran un-
durchlässiger gegenüber Essigsäure machen, inhibieren. Es wird davon ausgegangen, dass
der C-Terminus von Gpr1p für diese inhibierenden Prozesse verantwortlich ist (vergleiche
4.4.1). Die Plasmamembran H+-ATPase würde dennoch eine gewisse Aktivität aufweisen, da
sie durch Glucose aktiviert wird (Serrano, 1983). Damit kann ein Protonengradient aufrecht-
erhalten werden, der für verschiedenste Transportprozesse von Bedeutung ist.
Die Anwesenheit von Glucose könnte außerdem bewirken, dass eine Gpr1p-spezifische Kinase
teilweise aktiviert wird und einen Teil der in der Zelle vorhandenen Gpr1p-Moleküle phospho-
ryliert. Möglich wäre, dass phosphoryliertes Gpr1p in eine Signalkaskade involviert ist, die den
Metabolismus der vorhanden C-Quelle stimuliert.
Abbildung 53B:
Die Zugabe von Essigsäure bei niedrigem pH-Wert führt zum Einstrom von undissoziierter
Essigsäure ins Cytoplasma. Dort dissoziiert diese und es kommt zur Akkumulation von Pro-
tonen und Acetatanionen. Es wird angenommen, dass Gpr1p durch die höhere intrazelluläre
Acetatkonzentration deaktiviert wird. Bei der Erkennung des Signals „intrazelluläres Acetat“
könnte das FGGTLN-Motiv im Gpr1p eine Rolle spielen (vergleiche 4.4.1, Seite 112). Die
Deaktivierung von Gpr1p hätte die Aufhebung der Hemmung eines hypothetischen Acetat-
transporters und die der Protonenpumpe zur Folge. Carmelo et al. (1997) zeigten, dass die
Protonenpumpe auch durch einen sauren intrazellulären pH-Wert aktiviert wird, so dass dies
zusätzlich zur Aktivierung des Pma1p-Homologen in Y. lipolytica beitragen könnte. Weiterhin
könnten Prozesse aktiviert werden, die zu einem Umbau der Plasmamembran führen, wodurch
die weitere Diffusion undissoziierter Essigsäure ins Cytoplasma vermindert wird.
In Anwesenheit von Acetat konnte zudem eine schnelle Phosphorylierung von Gpr1p beobach-
tet werden. Dies könnte mittels einer durch Acetat aktivierten (direkt oder indirekt über eine
Signaltransduktionskette) Kinase erfolgen. Die Aktivierung der Kinase durch Acetat müsste in
stärkerem Maße als z. B. durch Glucose erfolgen, da fast alle in der Zelle vorhandenen Gpr1p-
Moleküle nach der Zugabe von Acetat phosphoryliert wurden. Es wird daher angenommen,
dass phosphoryliertes Gpr1p Enzyme induziert, die für den Metabolismus von Acetat notwen-
dig sind. Denkbar wäre dabei eine Induktion des Glyoxylatzyklus oder auch des Citratzyklus.
Da die Phosphorylierung von Gpr1p auch durch andere C-Quellen bewirkt wurde (auch wenn
hierbei nicht alle Gpr1p-Moleküle phosphoryliert wurden), wird allerdings eher von einer all-
gemeinen Aktivierung des Zellstoffwechsels ausgegangen. Durch die Verstoffwechslung von
Acetat würde es ebenfalls zur Abnahme der intrazellulären Acetatkonzentration kommen.
Abbildung 53C:
Es wird angenommen, dass mutiertes Gpr1p nicht deaktiviert werden kann, sondern ständig
in einem aktiven Zustand bleibt. Denkbar wäre auch, dass mutiertes Gpr1p das Signal „Acetat
vorhanden“ nicht detektieren kann. Dies könnte z. B. durch die Essigsäuresensitivität verursa-
chenden Aminosäureaustausche im FGGTLN-Motiv hervorgerufen werden, welches zur De-
tektion von Acetat wichtig sein könnte (vergleiche 4.4.1, Seite 112). Damit könnte die Zelle
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auch bei Anwesenheit von Acetat nicht auf die neuen Bedingungen reagieren und die Pro-
tonenpumpe, der postulierte Acetattransporter sowie Prozesse, welche zum Umbau der Plas-
mamembran führen, würden weiterhin deaktiviert bleiben. Das Ausbleiben einer Aktivierung
der Protonenpumpe nach der Zugabe von Acetat konnte in der GPR1d-Mutante B204-12C-
156 nachgewiesen werden (L. Shapoval, persönliche Mitteilung). Es wird daher angenommen,
dass die Hemmung des Pma1p-Homologen in Y. lipolytica auch durch niedrigen intrazellulären
pH-Wert, der sonst eigentlich zur Aktivierung von Pma1p führt (Carmelo et al., 1997), nicht
aufgehoben werden kann. Ebenso wurde beobachtet, dass GPR1d-Mutanten schneller Acetat
akkumulierten (vergleiche 3.2), was auf eine verminderte Aktivität des postulierten Acetat-
transporters in den GPR1d-Mutanten und/oder auf einen erhöhten Einstrom von Essigsäure in
diese Zellen zurückgeführt werden könnte.
Dennoch würde Acetat zur Aktivierung einer Kinase und damit zur Phosphorylierung von
Gpr1p führen, die auch im Fall von Gpr1-2p und Gpr1-1p beobachtet werden konnte (ver-
gleiche Abbildung 33 auf Seite 90). Damit könnte eine Signaltransduktionskaskade aktiviert
werden, die den Abbau von Acetat induziert. Allerdings ist der Stoffwechsel in diesen Zel-
len durch den niedrigen intrazellulären pH-Wert gehemmt. Im Stamm B204-12C-112, in dem
Gpr1-1p exprimiert wird, stellten Kujau et al. (1992) verminderte Aktivitäten der ACS, ICL
und MAS fest. Angenommen, dass die Phosphorylierung von Gpr1p im Zuge der vermuteten
Stoffwechselaktivierung auch zur Aktivierung der ACS, ICL und MAS führen würde, könn-
te dieser Effekt neben einer Deaktivierung dieser Enzyme durch einen zu niedrigen pH-Wert
ebenfalls durch die geringere Konzentration von phosphoryliertem Gpr1-1p verursacht wor-
den sein. Nach der Zugabe von Acetat erfolgte im Gegensatz zu Gpr1p und Gpr1-2p keine
Phosphorylierung aller Gpr1-1p-Moleküle (vergleiche Abbildung 33 auf Seite 90).
Abbildung 53D:
Nach dem Verbrauch der C-Quelle (also auch in Abwesenheit von Acetat) könnte davon ausge-
gangen werden, dass Gpr1p in seiner aktiven Form auftritt und die unter diesen Bedingungen
auch nicht benötigten Essigsäureadaptationsprozesse hemmt.
Außerdem wurde mit dem Verbrauch der C-Quelle zunehmend dephosphoryliertes Gpr1p de-
tektiert, wobei diese Dephosphorylierung wahrscheinlich durch eine unter diesen Bedingun-
gen induzierte spezifische Phosphatase erfolgte (vergleiche auch 4.6.1). Damit würde auch die
vermutete Stimulation des Stoffwechsels ausbleiben, die bei Abwesenheit einer C-Quelle auch
nicht mehr nötig wäre.
Zudem wird postuliert, dass dephosphoryliertes Gpr1p die Aktivierung bzw. Induktion eines
hypothetischen Ammoniumtransporters bewirkt, der aus Aminosäuren gebildete Ammonium-
ionen (NH4+) freisetzt. Dies wäre nach dem Verbrauch der C-Quelle sinnvoll, da der aus Am-
moniumionen gebildete Ammoniak nach Palková et al. (2002) benachbarten Kolonien einen
bevorstehenden Nährstoffmangel signalisiert.
Die Deletion von Gpr1p hätte zur Folge, dass das Pma1p-Homologe sowie der postulierte Ace-
tattransporter permanent, also auch in Abwesenheit von Acetat, aktiviert sind. Das Gleiche
würde für Prozesse zutreffen, welche die Plasmamembran undurchlässiger gegenüber Essig-
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säure machen. Damit würden in Zellen, die kein Gpr1p exprimieren, am ehesten die in Abbil-
dung 53B dargestellten Bedingungen herrschen. Allerdings würde durch das Fehlen von phos-
phoryliertem Gpr1p auch die postulierte Induktion des des Acetatmetabolismus ausbleiben.
Dies könnte ein Grund dafür sein, dass PO1d∆gpr1-Transformanden eine längere lag-Phase als
PO1d-Transformanden nach dem Transfer in Acetat-Minimalmedium aufwiesen (siehe 3.3).
Durch das Fehlen von Gpr1p würde auf der Grundlage dieses Modells zudem die Aktivie-
rung des hypothetischen Ammoniumtransporters wegfallen. Die Befunde von Palková et al.
(2002) und jüngste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (A. Dillschneider, persönliche Mittei-
lung) weisen auch auf eine verringerte Ammoniumsekretion in S. cerevisiae-Stämmen, in
denen GPR1-Homologe deletiert wurden, hin. Interessant wäre daher zu testen wie sich die
GPR1-Deletionsmutante PO1d∆gpr1 bezüglich ihrer Ammoniumsekretion verhält. Die ver-
minderte bzw. ausbleibende Ammoniumsekretion im Stamm PO1d∆gpr1 hätte unter den ge-
testeten Bedingungen wahrscheinlich keine weiteren Auswirkungen. In Submerskulturen wür-
den sich die Ammoniumionen verdünnen. Außerdem ist die Ammoniumkonzentration im
Minimalmedium aufgrund der verwendeten Stickstoffquelle (NH4H2PO4) ohnehin sehr hoch.
Ferner könnte es dadurch, dass eigentlich genügend Nährstoffe vorhanden sind, zu Rückkopp-
lungsmechanismen kommen, so dass das Wachstum nicht eingestellt wird.
Nicht auszuschließen wäre es auch, dass es sich bei Gpr1p selbst um einen Ammoniumtrans-
porter handelt. In diesem Fall könnte angenommen werden, dass die dephosphorylierte Form
von Gpr1p der aktive Ammoniumtransporter ist. Nach dem Verbrauch der C-Quelle, wenn
ebenfalls eine erhöhte Aktivität des hypothetischen Ammoniumtransporters zu erwarten wä-
re, wurde Gpr1p weiterhin relativ stark exprimiert (vergleiche Abbildungen 29, 30 und 31
ab Seite 87). Auch die Struktur von Gpr1p mit sechs potenziell membranspannenden Do-
mänen und die wahrscheinliche Di- bzw. Oligomerisierung des Proteins könnten zumindest
darauf hindeuten, dass Gpr1p ein Transporter sein könnte (vergleiche auch 4.1). Allerdings ist
die von Palková et al. (2002) postulierte Homologie zwischen dem potenziellen Ammonium-
transporter aus C. elegans und Gpr1p nicht besonders groß und möglicherweise eher zufällig
(Abbildung 54).
Obwohl eine Hemmung der Plasmamembran H+-ATPase in der GPR1d-Mutante nachgewie-
sen werden konnte, bedarf es weiterer Untersuchungen, um zu klären, ob unter unter welchen
Bedingungen Gpr1p die Plasmamembran H+-ATPase inhibiert. Weiterhin ist die Hemmung
eines möglichen Acetattransporters durch Gpr1p bisher nicht bewiesen. Auch darüber, wie
Gpr1p diese Proteine inhibieren könnte, ist nichts bekannt. Da Gpr1p wie auch die postu-
lierten Transporter in der Plasmamembran lokalisiert sind, könnte dies über eine direkte In-
teraktion mit den jeweiligen Transportern erfolgen. Andererseits wäre aber auch eine durch
andere Proteine oder Kinasen vermittelte Signalübertragung denkbar, welche zur direkten De-
aktivierung oder aber auch zur Hemmung auf Transkriptionsebene führt. Im Fall der mittels
Patch-Clamp-Analyse gemessenen Hemmung der Plasmamembran H+-ATPase kann jedoch
eher davon ausgegangen werden, dass Gpr1p die Protonenpumpe direkt inhibiert, da die Mes-
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Abbildung 54: Alignment von Gpr1p (Y.lipol.) und dem potenziellen Ammoniumtransporter aus
C. elegans (C.elegans). Je nach Konservierungsgrad sind die Aminosäuren rot (identisch) bzw.
blau (strukturell ähnlich) dargestellt. In der Gpr1p-Sequenz sind Aminosäuren, deren Austausch in
Y. lipolytica Essigsäuresensitivität hervorruft, gelb unterlegt. Die in den Gpr1p-Homologen hoch
konservierten Bereiche (vergleiche 3.1 auf Seite 60) sind grau unterlegt. Die Ammoniumtrans-
porter-Signatur (Consensussequenz: D-[FYWS]-A-G-[GSC]-x2-[IV]-x3-[SAG]2-x2-[SAG]-[LIVMF]-
x3-[LIVMFYWA]2-x-[GK]-x-R) in C. elegans ist unterstrichen. Das Alignment wurde mit Hilfe des
ClustalX-1.81-Programmes (Thompson et al., 1997) erstellt.
sung in einem sehr kleinen (< 0,8 µm2) Membranstück (Patch) erfolgte und cytoplasmatische
Faktoren bei dieser Messung keinen Einfluss haben (L. Shapoval, persönliche Mitteilung).
Um eine direkte Interaktion zwischen Gpr1p und Pma1p nachzuweisen, könnte das „Split-
Ubiquitin“-System verwendet werden, welches sich zum Nachweis von Interaktionen zwi-
schen Membranproteinen eignet (Stagljar et al., 1998). Bei diesem System wird das zu unter-
suchende Protein mit dem C-terminalen Teil von Ubiquitin (Cub) und einem Transkriptions-
faktor (PLV1) fusioniert, während der potenzielle Interaktionspartner mit dem N-terminalen
Teil von Ubiquitin (Nub) fusioniert wird. Kommt es zur Interaktion zwischen beiden Proteinen,
erkennen Ubiquitin-spezifische Proteasen diesen Komplex und spalten den Transkriptionsfak-
tor (PLV) ab, der in den Kern diffundiert und dort lacZ- oder HIS3-Reportergene aktiviert.
Dies würde die Blaufärbung der Kolonien oder deren Wachstum auf Medium ohne Histidin
bewirken. Da C-terminal fusioniertes Gpr1p nicht funktionell zu sein scheint, sollte Gpr1p N-
terminal mit Nub bzw. Cub fusioniert werden. Weiterhin wäre es vorteilhaft, diese Versuche
in S. cerevisiae durchzuführen, da das System hier bereits etabliert ist. N-terminal fusioniertes
Gpr1p-F61L führte auch in S. cerevisiae zur Essigsäuresensitivität (vergleiche Abbildung 19
auf Seite 77), so dass N-terminal fusioniertes Gpr1p in dieser Hefe funktionell zu sein scheint.
Ein direkter Nachweis von Wechselwirkungen zwischen Gpr1p und einem Acetattransporter
ist derzeit problematisch, da bisher kein solcher Transporter identifiziert werden konnte.
Darüber, wie die Plasmamembran undurchlässiger für undissoziierte Essigsäure wird, gibt es
in der Literatur bisher keine Daten. Denkbar wäre, dass dies auch durch eine lokale Alkali-
sierung des extrazellulären Bereiches um die Zelle herum bewerkstelligt wird. Damit würde
1steht für protein A-LexA-VP16
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Essigsäure schon extrazellulär dissoziieren und könnte somit nicht mehr durch die Plasma-
membran diffundieren. Ein ähnlicher Prozess kann in gramnegativen Bakterien beobachtet
werden, wo Säurestress zur Alkalisierung des periplasmatischen Raumes führt (Booth et al.,
2002). Z. bailii hat unter anderem deswegen eine höhere Toleranz gegenüber Essigsäure als
S. cerevisiae, weil in dieser Hefe wahrscheinlich die Aufnahme von Essigsäure begrenzt wird
(Sousa et al., 1996; Arneborg et al., 2000). Diese Annahmen basieren auf der Beobachtung,
dass der intrazelluläre pH-Wert von S. cerevisiae nach der Zugabe von 26 mM Essigsäure um
ca. eine pH-Einheit mehr absank als nach Zugabe von 2,7 mM Essigsäure, während sich der in-
trazelluläre pH-Wert von Z. bailii-Zellen, zu denen ebenfalls Essigsäure in beiden Konzentra-
tionen zugegeben wurde, kaum veränderte (Arneborg et al., 2000). Y. lipolytica akkumulierte
bei niedrigen pH-Werten mehr Acetat als bei höheren pH-Werten (vergleiche Abbildungen 7,
8 und 9 ab Seite 64), woraus geschlussfolgert werden könnte, dass sich Y. lipolytica eher wie
S. cerevisiae verhält und die initiale Essigsäureakkumulation nicht in dem Maße verhindern
kann, wie dies bei Z. bailii der Fall ist. Allerdings erfolgte die Acetatakkumulation im Wildtyp
B204-12C wesentlich langsamer als in den GPR1d-Mutanten, womit insgesamt auch weniger
Acetat akkumuliert wurde. Es wird daher angenommen, dass die intrazellulären Bedingun-
gen in Wildtypzellen (pH-Wert, Acetatkonzentration) wesentlich günstiger sind als in GPR1d-
Mutanten. In diesen könnten die Bedingungen zu ungünstig für wichtige metabolische Prozes-
se und damit auch für Essigsäurestress-Gegenmaßnahmen sein. Im Wildtyp (B204-12C) ver-
lief jedoch bei niedrigerem pH-Wert die Acetatakkumulation ebenfalls schneller (wenn auch
nicht so schnell wie in den GPR1d-Mutanten) und es kam zur Akkumulation von größeren
Mengen Acetat als bei höherem pH-Wert. Es wird aber angenommen, dass die Acetatkonzen-
tration (bzw. Protonenkonzentration) hier unter einem kritischen Schwellenwert blieb.
Wie und inwieweit Gpr1p zu einer Stoffwechselaktivierung beiträgt, bedarf ebenfalls weite-
rer Aufklärung. Die schnelle Phosphorylierung des Proteins nach der Zugabe einer C-Quelle
könnte jedoch dafür sprechen, dass hier der Metabolismus aktiviert wird. Hierbei ist es wahr-
scheinlich, dass diese Aktivierung über eine Signaltransduktionskaskade verläuft und Gpr1p
nur ein Glied in dieser Kaskade ist. Da Acetat im Gegensatz zu anderen C-Quellen zu ei-
ner schnelleren und fast alle Gpr1p-Moleküle betreffenden Phosphorylierung führte, scheint
die Phosphorylierung unter diesen Bedingungen von besonderer Bedeutung zu sein. Möglich
wäre, dass Gpr1p indirekt in die Regulation des Glyoxylatzyklus involviert ist, welcher beim
Wachstum auf Acetat benötigt wird. Dagegen spricht allerdings, dass es auch bei zusätzlicher
Anwesenheit von Glucose zur Phosphorylierung aller Gpr1p-Moleküle kam, obwohl hier der
Glyoxylatzyklus nicht benötigt wurde. Außerdem induzierten auch Ölsäure und Ethanol nur
die Phosphorylierung eines Teils der in der Zelle vorhandenen Gpr1p-Moleküle, obwohl zum
Wachstum auf diesen C-Quellen der Glyoxylatzyklus ebenfalls essenziell ist.
Um zu überprüfen, inwieweit Gpr1p den Stoffwechsel induziert, wäre es nötig, verschiedene
Enzymaktivitäten (z. B. die der Glyoxylatzyklus-Enzyme) zu bestimmen, um mögliche Unter-
schiede zwischen PO1d, der GPR1-Deletionsmutante PO1d∆gpr1 und Stämmen, die Gpr1-1p
bzw. Gpr1-2p exprimieren, nachzuweisen. Von Kujau et al. (1992) wurden die Enzymaktivi-
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täten der ACS, ICL und MAS nur in der GPR1d-Mutante B204-12C-112 gemessen, so dass
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die beobachteten Effekte, wie auch andere pleiotrope
Effekte, vom genetischen Hintergrund dieser Mutante abhängig sind.
Neben dem bereits erwähnten Effekt, dass Acetat im Stamm B204-12C-112 die schnelle Ab-
nahme der Enzymaktivitäten der ACS, ICL und MAS bewirkt (Kujau et al., 1992), gibt es
noch weitere Hinweise für eine Funktion von Gpr1p im Zusammenhang mit der Regulation
des Glyoxylatzyklus. So zeigten Lorenz und Fink (2001), dass es in phagocytierten S. cere-
visiae neben einer verstärkten Expression von Glyoxylatzyklus-spezifischen Genen auch zur
Induktion des GPR1-Homologen YDR384c kommt. Während des diauxischen Shifts wird in
S. cerevisiae neben vielen Genen, die für Enzyme kodieren, welche für das Wachstum auf nicht
fermentierbaren C-Quellen notwendig sind (z. B. Enzyme des Glyoxylatzyklus und der Glu-
coneogenese), auch das GPR1-Homologe YCR010c verstärkt exprimiert (Haurie et al., 2001).
Die Autoren zeigten weiterhin, dass in einer CAT8-Deletionsmutante die ausbleibende Expres-
sion von YCR010c durch die verstärkte Expression von YNR002c kompensiert wird (Haurie et
al., 2001).
Es wurde auch vermutet, dass insbesondere Ycr010p ein Transporter ist, der für den Import
von Acetat in die Zelle verantwortlich ist (M. Casal, persönliche Mitteilung). Wenn angenom-
men würde, dass Gpr1p ein Acetattransporter ist, könnten die Essigsäuresensitivität hervorru-
fende Mutationen bewirken, dass dieser Transporter ständig geöffnet wäre und somit Acetat
ungehindert in die Zelle einströmt. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da in diesem Fall Zel-
len, die mutiertes Gpr1p exprimieren würden, auch bei höheren extrazellulären pH-Werten
essigsäuresensitiv sein müssten, was aber nicht der Fall war. Außerdem könnte die GPR1-
Deletionsmutante PO1d∆gpr1 bei höheren pH-Werten, wenn kein undissoziiertes Acetat mehr
vorliegt, welches frei durch die Zellmembran diffundieren kann, nicht mehr mit Acetat als
alleiniger C-Quelle wachsen, vorausgesetzt, dass keine weiteren Acetattransporter in Y. lipo-
lytica vorkommen. PO1d∆gpr1 war jedoch auch bei pH8,5 und 30 mM Acetat als alleiniger




Trans-dominante Mutationen im GPR1-Gen der Hefe Y. lipolytica führen zur Hypersensitivi-
tät der Zellen gegenüber undissoziierter Essigsäure. Das 270 Aminosäuren große Gpr1-Protein
enthält sechs potenziell membranspannende Domänen und ist in der Plasmamembran lokali-
siert. Die GPR1-Deletionsmutante PO1d∆gpr1 zeigt keine erhöhte Essigsäuresensitivität ge-
genüber dem Wildtypstamm PO1d und ist in der Lage, Essigsäure als Energie- und C-Quelle
zu verwerten. In früheren Untersuchungen wurden die Auswirkungen von Mutationen und De-
letionen im N-Terminus von Gpr1p analysiert. Hierbei wurde festgestellt, dass insbesondere
das FGGTL-Motiv für die Funktion von Gpr1p von Bedeutung sein muss, während die De-
letion weiterer N-terminaler Bereiche keinen Einfluss auf den Phänotyp von Zellen hat, die
entsprechende Konstrukte exprimieren.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle Analyse und die weiterführende Charakteri-
sierung des Gpr1-Proteins. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:
ã Bei der Suche nach weiteren GPR1-homologen Genen bzw. Gpr1p-homologen Proteinen
konnten entsprechende Homologe in ca. 36 verschiedenen Organismen gefunden werden.
Bei diesen Organismen handelt es sich insbesondere um Archaebakterien, Eubakterien und
um einzellige und filamentöse Pilze. Keine Gpr1p-homologen Proteine wurden bisher in
höheren Pflanzen gefunden. In Vertebraten konnten außer einem sehr schwach homologen
Protein in M. musculus ebenfalls keine Gpr1p-Homologen identifiziert werden. Auffäl-
lig ist, dass in allen prokaryotischen Gpr1p-Homologen der in eukaryotischen Vertretern
vorkommende hydrophile N-Terminus fehlt. Konserviert sind in Gpr1p-homologen Protei-
nen vor allem die hydrophoben, potenziell membranspannenden Bereiche. Von keinem der
Gpr1p-homologen Proteine ist bisher die genaue Funktion bekannt.
ã Die Messung der Acetatakkumulation mit 14C-Acetat ergab, dass GPR1d-Mutanten (B204-
12C-38, B204-12C-112, B204-12C-124 und B204-12C-156) wesentlich schneller Acetat
akkumulierten als der Wildtyp B204-12C. Keine Unterschiede konnten diesbezüglich zwi-
schen der GPR1-Deletionsmutante PO1d∆gpr1 und dem Wildtypstamm PO1d festgestellt
werden.
ã PO1d∆gpr1-Transformanden zeigten nach dem Transfer in Minimalmedium mit Essigsäure
als alleiniger C-Quelle eine längere lag-Phase als PO1d-Transformanden.
ã Durch Zellfraktionierung wurden Ergebnisse aus vorhergehenden fluoreszenzmikroskopi-
schen Untersuchungen bestätigt, wonach Gpr1p ein integrales Membranprotein ist.
ã Mittels ortsspezifischer Mutagenese wurden verschiedene Mutationen in den ORF von
GPR1 eingeführt, die zum Austausch einzelner Aminosäuren oder zur Deletion ganzer
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Bereiche im Protein führten. Zur Testung der Relevanz dieser Mutationen wurden entspre-
chende Plasmide in die Stämme PO1d und PO1d∆gpr1p transformiert und die Transfor-
manden bezüglich ihrer Sensitivität gegenüber Essigsäure getestet. Als funktionell wich-
tige Bereiche konnten hierbei Regionen im C-Terminus des Proteins sowie das für die
Gpr1-Fun34-YaaH-Proteinfamilie charakteristische Motiv (NPAPLGL) identifiziert wer-
den. Neben den bereits charakterisierten, Essigsäuresensitivität hervorrufenden Amino-
säureaustauschen im Gpr1p G248D (Gpr1-1p), L65Q (Gpr1-2p), G62S (Gpr1-3p), G63D
(Gpr1-4p) und F61E führten auch die Aminosäureaustausche F61L und N66S zur Essig-
säurehypersensitivität entsprechender Transformanden. Der Austausch mehrerer potenziel-
ler Phosphorylierungsorte in nicht phosphorylierbare Aminosäuren hatte hingegen keinen
Effekt auf die Essigsäuresensitivität der jeweiligen Transformanden.
ã Befunde, wonach die Expression von C-terminal verkürztem bzw. C-terminal fusioniertem
Gpr1-1p und Gpr1-2p in PO1d-Transformanden, nicht aber in PO1d∆gpr1-Transforman-
den, zur Essigsäuresensitivität führte sowie Ergebnisse aus Western-Blot-Analysen weisen
darauf hin, dass Gpr1p Di- bzw. Oligomere bildet. Das C-terminale YNAYA-Motiv scheint
für diese Oligomerisierung essenziell zu sein.
ã Gegen den N-terminalen Teil von Gpr1p wurden Antikörper gewonnen.
ã Die Expression von Gpr1p in Abhängigkeit der C-Quelle wurde im Stamm PO1d mit-
tels Western-Blot-Analyse untersucht. Nach längerer Kultivierung von PO1d in Glucose-
oder Ethanol-Minimalmedium konnte Gpr1p nur noch in geringen Konzentrationen nach-
gewiesen werden, wenn während der Kultivierung die pH-Wert-Absenkung des Mediums
nicht korrigiert wurde. Der Transfer dieser Kulturen in frisches Minimalmedium mit oder
ohne C-Quelle bewirkte eine schnelle Erhöhung der Gpr1p-Expression. Keine Abnahme
der Gpr1p-Expression konnte hingegen nach längerer Kultivierung der Zellen in Glucose-
Acetat-Mischmedium festgestellt werden, obwohl es hier ebenfalls zur Ansäuerung des
Mediums kam. Die Expression von Gpr1p bei Kultivierung der Zellen in Vollmedien war
dagegen sehr niedrig.
ã Gpr1p konnte in einer phosphorylierten und in einer dephosphorylierten Form nachgewie-
sen werden. Der Verbrauch bzw. der Entzug der C-Quelle führte zur schnellen Dephos-
phorylierung von Gpr1p in den entsprechenden Zellen. Bei der Kultivierung der Zellen in
Glucose-Minimalmedium konnte Gpr1p in beiden Formen detektiert werden. Die Zuga-
be von Acetat zu diesen Kulturen führte innerhalb von ca. 10 min zur Phosphorylierung
fast aller vorhandener Gpr1p-Moleküle. Diese Phosphorylierung erfolgte unabhängig vom
pH-Wert, also auch unabhängig davon, ob Acetat oder undissoziierte Essigsäure vorlag.
Glucose, Glycerol, Ethanol oder Ölsäure bewirkten nach deren Zugabe zu Kulturen, in de-
nen aufgrund der aufgebrauchten C-Quelle nur dephosphoryliertes Gpr1p detektiert wurde,
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ebenfalls die Phosphorylierung von Gpr1p. Hierbei wurde aber nur ein Teil der vorhande-
nen Gpr1p-Moleküle phosphoryliert. Eine Abhängigkeit der Phosphorylierung von anderen
Faktoren wie dem pH-Wert und der Osmolarität des Mediums oder der angebotenen Stick-
stoffquelle wurde nicht beobachtet. Zwischen Wildtyp Gpr1p und Essigsäuresensitivität
bewirkendem Gpr1-2p konnten keine Unterschiede bezüglich der Phosphorylierung fest-
gestellt werden. Zur Aufklärung der Phosphorylierungsstelle wurden die Kodons von 14
verschiedenen potenziell phosphorylierbaren Aminosäuren mutiert. Keiner dieser Amino-
säureaustausche beeinflusste allerdings die Phosphorylierung von Gpr1p.
Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit und ausgehend von Daten aus der Literatur
wird ein neues Modell für eine mögliche Funktion von Gpr1p aufgestellt. Dabei wird ange-
nommen, dass Gpr1p in Abwesenheit von Essigsäure aktiv ist und Essigsäureadaptationspro-
zesse inhibiert. Die Anwesenheit von Essigsäure würde nach diesem Modell die Deaktivierung
von Gpr1p bewirken und somit die Hemmung von Essigsäureadaptationsprozessen aufheben.
Weiterhin wird angenommen, dass die dephosphorylierte Form von Gpr1p unabhängig da-
von einen hypothetischen Ammoniumtransporter aktivieren könnte, womit es zur Freisetzung
von Ammoniumionen kommen würde. Dies könnte insofern eine Bedeutung haben, weil der
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Im Folgenden sind einige Plasmidkarten der wichtigsten verwendeten und konstruierten Plas-
mide dargestellt.
Abbildung 55: Das Plasmid pYLG3 enthält das Gpr1-Gen aus PO1d als SalI/HindIII-Fragment.
Die Plasmide pYLG2 und pYLG1 sind analog aufgebaut und enthalten den ORF des GPR1-2- bzw.
GPR1-1-Allels unter Kontrolle des GPR1B-Promotors aus PO1d (pGPR1B). Die meisten Plasmide,
welche für Gpr1p mit mutierten potenziellen Phosphorylierungsorten kodieren, sind bis auf die jewei-
ligen Basenaustausche identisch mit pYLG3.
Abbildung 56: Das Plasmid pTSC1 diente ei-
gentlich zur Expression des Gpr1-β-Galactosi-
dase-Fusionsproteins unter Kontrolle des Pro-
motors GPR1B aus PO1d. Die Plasmide pTSC2
und pTSC3 kodieren für die jeweiligen β-Ga-
lactosidase-Fusionsproteine mit Gpr1-2p und
Gpr1-1p, sind aber bis auf die entsprechenden
Basenaustausche identisch zu pTSC1.
Abbildung 57: Das Plasmid pYLG3-GFP
diente zur Expression eines Gpr1-GFP-Fusi-
onsproteins unter Kontrolle des GPR1B-Pro-
motors aus PO1d. Das Plasmid pYLG2-GFP
kodiert für das entsprechende GFP-Fusions-
protein mit Gpr1-2p, ist aber bis auf den
entsprechenden Basenaustausch identisch zu
pYLG3-GFP.
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Abbildung 58: Das Plasmid pG1-S165A ko-
diert für Gpr1p mit entsprechenden dem Ami-
nosäureaustausch. Die Plasmide pG1-Y166F
und pG1/2/3-T194A/D sind bis auf die ent-
sprechenden Basenaustausche identisch zu
pG1-S165A.
Abbildung 59: Das Plasmid pG1-S255A ko-
diert für Gpr1p mit dem entsprechenden Ami-
nosäureaustausch. Das Plasmid pG1-Y256F ist
bis auf die entsprechenden Basenaustausche
identisch zu pG1-S255A.
Abbildung 60: Das Plasmid pG1-2A kodiert
für Gpr1p mit gegen Alanin ausgetauschten
Serin74 und Threonin194.
Abbildung 61: Das Plasmid pYLG3-HA dien-
te der Expression eines Gpr1-Fusionsproteins,
welches C-terminal mit dem dreifachen HA-
Tag fusioniert ist.
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Abbildung 62: Das Plasmid pYLGP-GFP ko-
diert für GFPp unter Kontrolle des GPR1B-Pro-
motors.
Abbildung 63: Das Plasmid pYLGnt-GFP
diente zur Expression von C-terminal mit
GFP fusioniertem N-Terminus von Gpr1p (NT-
GFPp).
Abbildung 64: Das Plasmid pYLGct-GFP
diente zur Expression von C-terminal mit
GFP fusioniertem C-Terminus von Gpr1p (CT-
GFPp).
Abbildung 65: Das Plasmid pYLG4 expri-
miert Gpr1p mit acht zusätzlichen N-termina-
len Aminosäuren unter Kontrolle des GPR1B-
Promotors. Das Plasmid pYLG4-F61L ist bis
auf den entsprechenden Basenaustausch iden-
tisch zu pYLG4.
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Abbildung 66: Das Plasmid pYLGG1 kodiert
für N-terminal mit GST fusioniertem Gpr1p
unter Kontrolle des GPR1B-Promotors. Das
Plasmid pYLGG2 kodiert für GST-fusionier-
tes Gpr1p-F61L, ist aber ansonsten identisch zu
pYLGG1.
Abbildung 67: Das Plasmid p426Met25-GG1
diente zur Expression von N-terminal mit
GST fusioniertem Gpr1p unter Kontrolle des
Met25-Promotors (pMet25) in S. cerevisiae.
Das Plasmid p426Met25-GG2 kodiert für GST-
fusioniertes Gpr1p-F61L, ist aber ansonsten
identisch zu p426Met25-GG1.
Abbildung 68: Das Plasmid pGex-nt diente zur
Überexpression des N-terminal mit GST fusio-
niertem N-Terminus von Gpr1p unter Kontrolle
des tac-Promotors (ptac) in E. coli.
Abbildung 69: Das Plasmid pGex-ct diente zur
Überexpression des N-terminal mit GST fusio-
niertem C-Terminus von Gpr1p unter Kontrolle
des tac-Promotors (ptac) in E. coli.
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Abbildung 70: Das Plasmid pG1-HA diente
zur Expression von Gpr1p, welches im drit-
ten Loop mit HA markiert ist. Das Plasmid
pG2-HA kodiert für HA-markiertes (im dritten
Loop) Gpr1-2p. Die Plasmide pG1-Myc und
pG2-Myc sind analog zu diesen Plasmide auf-
gebaut, nur dass sie statt der für den HA-Tag
kodierenden DNA, die für den c-myc-Tag ko-
dierenden Sequenzen enthalten.
Abbildung 71: Das Plasmid pTSC1-HA diente
der Expression von C-terminal mit dem zwei-
fachen HA-Tag fusionierten Gpr1p. Die Plas-
mide pTSC2-HA und pTSC3-HA exprimieren
mit 2xHA fusioniertes Gpr1-2p bzw. Gpr1-1p,
sind aber bis auf die entsprechenden Basenaus-
tausche identisch zu pTSC1-HA.
Abbildung 72: Das Plasmid pG1-dNPAPLGL
diente der Expression von NPAPLGL-deletier-
tem Gpr1p. Das Plasmid pG2-dNPAPLGL ko-
diert für NPAPLGL-deletiertes Gpr1-2p, ist
aber bis auf den entsprechenden Basenaus-
tausch identisch zu pG1-dNPAPLGL.
Abbildung 73: Das Plasmid pG3-dNPAPLGL
diente der Expression von NPAPLGL-deletier-
tem Gpr1-1p. Das Plasmid pG2-dNPAPLGL
kodiert für NPAPLGL-deletiertes Gpr1p mit
den Mutationen von Gpr1-1p und Gpr1-2p, ist
aber bis auf die entsprechenden Basenaustau-
sche identisch zu pG3-dNPAPLGL.
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Abbildung 74: Das Plasmid pG1-dYNAYA
diente zur Expression von YNAYA-deletier-
tem Gpr1p. Das Plasmid pG2-dYNAYA kodiert
für YNAYA-deletiertes Gpr1-2p und ist bis auf
den entsprechenden Basenaustausch identisch
zu pG1-dYNAYA.
Abbildung 75: Das Plasmid pG1-F242 diente
der Expression von bis Phenylalanin242 ver-
kürztem Gpr1p. Die Plasmide pG1/2-A247,
pG1/2/3-Y256, pG3-D248, pG3-N251 und




Abbildung 76 zeigt einen phylogenetischen Baum, der Gpr1p-homologen Proteine der jewei-
ligen Organismen, der auf der Grundlage des in Abbildung 77 dargestellten Alignments mit
dem ClustalX-1.81-Programm (Thompson et al., 1997) erstellt wurde. In Abbildung 77 ist ein
Alignment aller in Tabelle 11 auf Seite 57 aufgelisteter Proteine dargestellt, die Homologien
zu Gpr1p zeigen. Das Alignment wurde mit Hilfe des ClustalX-1.81-Programmes (Thompson
et al., 1997) erstellt. Je nach Konservierungsgrad sind die Aminosäuren rot (sehr hoch konser-
viert) bzw. blau (hoch konserviert) dargestellt. Aminosäuren in der Proteinsequenz von Gpr1p
(Y.lipol.), deren Austausch Essigsäuresensitivität verursacht, sind gelb unterlegt.
Abbildung 76: Phylogenetischer Baum auf der Grundlage der Sequenzen Gpr1p-homologer Proteine.
In Tabelle 11 auf Seite 57 finden sich die jeweiligen Gene und Organismen zu den hier verwendeten
Abkürzungen.
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Abbildung 77: (Teil 1 von 4) Alignment aller in Tabelle 11 ab Seite 57 aufgeführten Gpr1p-Homo-
logen. In dieser Tabelle finden sich auch die Organismen bzw. Gene zu den hier verwendeten Abkür-
zungen.
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Abbildung 77: (Teil 2 von 4) Alignment aller in Tabelle 11 ab Seite 57 aufgeführten Gpr1p-Homo-
logen. In dieser Tabelle finden sich auch die Organismen bzw. Gene zu den hier verwendeten Abkür-
zungen.
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Abbildung 77: (Teil 3 von 4) Alignment aller in Tabelle 11 ab Seite 57 aufgeführten Gpr1p-Homo-
logen. In dieser Tabelle finden sich auch die Organismen bzw. Gene zu den hier verwendeten Abkür-
zungen.
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Abbildung 77: (Teil 4 von 4) Alignment aller in Tabelle 11 ab Seite 57 aufgeführten Gpr1p-Homo-
logen. In dieser Tabelle finden sich auch die Organismen bzw. Gene zu den hier verwendeten Abkür-
zungen.
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